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PGI2 : Prost aglandin a I 2  (prost a c i c l i n a ) 
PlGF : Fact or de creci mien t o pl a centa r i o (de Placenta Growth Factor ) 
PMSF : Fluoru r o de fenilme t i l s u l f on i l o (de Phenyl Methyl Sulfonyl Fluoride ) 
PRP : Proteína relacion a d a con pr olifer i n a (de Proliferin related Protein ) 
PVDF : Difluor ur o de poli vini l i d e n o (de Polyvinylidene Fluoride ) 
RGD : Secuen c i a argin i n a - g l i c i n a - á c i d o aspárt i c o  
R-Smads : Smads regula d a s por recept or (de Receptor-regulated Smads ) 
SARA : Anclaje de las Smads para la activació n del recept or (de Smad 
Anchor for Receptor Activation ) 
SBF : Suero Bovin o Fet al  
SDS : Dodec i l s ul f a t o sódi c o (de Sodium Dodecyl Sulfate ) 
S-endogl i n a : Endoglin a corta (de Short endoglin ) 
SIDA : Síndr o m e de Inmun o- D e f i ci e n c i a Adquiri d a  
Smads : De Small mothers against decapentaplegic 
SPARC: Pr oteína secr etada áci d a y rica en cisterna (de Secreted Protein, 
Acidic, Cysteine-Rich ) 
SSC: Soluci ó n Salina Con cen t r a d a 
T βR : Recepto r de TGF - β (de T GF- β Receptor ) 
TCA : Áci do triclor o a c é t i c o (de Tri-Chloroacetic Acic ) 
TGF : Fact o r de crecim i e n t o transf o r m a n t e (de Transforming Growth Factor ) 
TIMP : Inhibido r tis ul ar de metal opr o t e i n a s as matricia l e s (de Tissue Inhibitor 
of Metalloproteinase )  
TNF : Facto r de necros i s tumor a l (de Tumor Necrosis Factor ) 
tPA : Activa do r de pla s minóg e n o tisular (de tissue Plasminogen Activator ) 
TSP : Tr om bo sp on din a  
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T XA 2 : Tr om b ox a n o A 2  
uPA : Acti vad or de pla smin ó geno ti po uroquin a sa (de urokinase-type 
Plasminogen Activator ) 
UV : Ultra v i ol e t a 
VCAM : Molécul a de adhe sión de las cél ul as vasc ula r es (de Vascular Cell 
Adhesion Molecule ) 
VEGF : Fac tor de creci mien t o del endotelio vasc ular (de Vascular Endothelial 
Growth Factor ) 
VEGFR : Recept or de VEGF (de VEGF Receptor ) 
VHL : Gen supres or de tumore s von Hippel Linda u (de von Hippel Lindau ) 




Si comienza uno con certezas,  
terminará con dudas; 
mas si se conforma en comenzar con dudas, 
llegará a terminar con certezas 
 










Nuestro gr upo de inv estiga c i ón lleva varios añ os dedi cado al est udi o 
de la endoglina, un a glic opr oteína de membran a, hasta ah or a bastante 
des con oci d a, que se expresa fundam ental mente en célul as en doteli ales y 
está invol u crada en la señalizaci ón de divers a s molécu l a s de la superf a m i l i a 
del factor de crecimi en t o transf or m a n t e (TGF ) - β. Nue st r os res ul t ado s y los 
de otros grup os, dem ue st r an que la endog l i n a mod ul a las resp uest a s 
celul ares a TGF- β, entre ellas la produ c c i ó n de  comp on en t es de la matr i z 
extracel u l a r . 
Ademá s , la endogl i n a parti c i p a de fo rma impor t a n t e en la regul a c i ó n 
de la angiogénesis, el remodela do vasc ular y el desarrollo cardi o vasc ular. La 
mutaci ón de endogli n a causa una enfermeda d llama da telangiectasi a 
hemorr á g i c a here di t a r i a (HHT), que se cara ct e r i z a por una baj a expres i ó n 
endotel i a l de endogli n a así como por alt eracion es en la form ación de los 
vas os sang uíne os. Así mismo, los ratones knockout  para el gen de endog l i n a 
mueren durante el des arrollo embri onari o debido a hem orragias masiv a s 
causa das por la for maci ón deficiente de los vas os sanguíne os. Adem ás, se 
ha des cr i t o un aumen t o de la expr esi ón de endoglina en el endot elio de lo s 
vas os neoforma dos en tumores experime ntales así com o en las propi a s 
célul as tumoral e s , por lo que la endo gl i n a podría estar involu c r a d a en la 
angi og é n e s i s tumor a l . Por otra part e, entre los numeros os factore s que 
regulan el proc es o de angiogén e sis se enc u entra el TGF- β, el cual jueg a un 
papel clav e en la neof ormaci ón de capilare s así com o en el man t enimiento 
de la integ r idad de la pared de los vasos, tanto en el des arrollo embri onari o 
com o en la vida post- n at a l . En resume n , la endogli n a está involu c r a d a en la 
angiogén e s i s durante la vida fetal, y existen datos que hacen pens ar que 
podr ía jug a r un papel clave en la angiogén es is del indi v i du o adult o. 
Nosotros nos planteamos estudi ar la implicaci ón de la endoglin a en 
la angiogéne s i s del adult o, no sólo po r la import a n c i a que puede tener para 
los enferm o s de HHT, sino tambié n por su posi ble apli caci ón en el 
tratamiento o en el retraso en la pr ogresión de much as enfermeda d es 
caracteriza das por tener alterado el pr oc eso de angiogéne sis, com o es el 
cas o de los tumore s cancero s o s , la at eroes clerosi s o alguna s en fermeda de s 
infla m a t o r i as .  
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En seg un do lug ar deci dim os abor d ar el estu di o del pape l de 
endoglina durant e la repar aci ón de he ridas, pue sto que en este proces o son 
funda ment ales tanto la angiogéne sis com o la regulac i ón de la 
síntesis/ de gradaci ón de los com pon en t e s de la matri z extra c e l ul a r . 
Recient e m en t e hem o s dem ostr a d o en nuestro laborat o r i o que la 
redu cci ón de la expr esión de endoglin a se asoci a a una redu cción de la 
expresi ón de la óxi do nítrico sin t asa en dotel i a l (eNOS ), y por consigui e n t e 
de los nivel es de óxido nítric o (NO). Co mo esta moléc u l a está in vol u c r a d a en 
la regulac i ó n de la angiogé n e s i s y la  repa r a c i ón de tejid os, nuest r o terce r 
gran obj etivo fue el estudio de la implic a ción del NO en estos proc es os, 
tan t o en con di ci on es con t r ol com o en con di ci on es de def i ci e n ci a en la 
expresi ón de endogli n a. 
Introducción 
13 
1 . Angiogén e s i s 
La angiog é n esis es el proce so de des arrollo de vas os sanguí neos 
nuev os a part ir de los preexi st en t es. Se trata de un pr oce so com plet am ent e 
fisiológic o que const i t uye un impor t ant e mecanism o biol ógic o de 
mantenimi en t o y recuperac i ó n del orga ni s mo. En condici ones fisiol ógica s 
normale s, la angi ogén esis tien e lugar dura n te el des a rrollo embr ionario, en 
los pr oce s os de cic atrización de heridas , en la restaura ción del fluj o 
sanguín eo en los tejidos daña dos por difere n t e s caus as, en la 
reconstruc ción cícli ca del en dometrio y en la const r ucci ón de la plac enta 
durant e el embar azo (Fol kman y Shing, 1992). Per o cuand o la angiogéne sis 
sufre alg un a desreg ul ación, pue de formar parte de mecanis mos patog énic o s 
esenci ales en el desar r ollo de enf ermed ades graves, eventualm en t e mortales 
(Fol kman , 1993). 
 
1.1. Fisiología de los vasos sanguíneos 
L os vas os san g uí n e os son los 
responsa bl es del sum inistro de oxíg eno, 
nutrien t e s y células del sistema inmune, 
así como de la retir a d a de los pr od uct os 
de desh ec ho de todos los teji dos del 
organism o. La red vas cular se ramifica y 
organiza espacial me n t e, para poder 
llevar a cabo estas funcion e s 
ade cua d a m e n t e . Las grande s arteri a s 
que salen des de los ventríc ulos del 
coraz ón van ramificá n d o s e y haciéndo s e 
más fina s hasta que se convi ert e n en 
capil ares , vas os extremad a m e n t e finos a 
través de los cua les se realiza el 
intercambi o gase os o y de sustanci as 
entre la sangre y los tejido s . Una vez que 
F i g u ra 1. Esquema del sistema 
cardio vas cul a r .  
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este interc ambi o tien e lugar, los capilares van reuni éndose en vénul as y 
venas por donde la sang r e regr e sa a las aurí cul as del coraz ón (Fig ur a 1). El 
establ ecimi ento y mantenimiento de la red vasc ular son req u erimientos 
esenci ales para el cr ecimient o y funci ona miento de todos los órgan os y 
tejido s (Jai n , 2003).  
La pared de los vasos está form a da por cél ulas en dotel i a l e s (en dotel i o 
vasc ular) y las llama das célul a s murale s, las cuale s están rodea da s por 
matriz extr ace l u l a r . El origen, númer o, tipo y organi z a c i ó n de las célul as 
murale s, la com p osici ón de la matriz y las cone xi ones del sistem a vas c ular 
con el sist e m a nervi os o depen d e n de la local i z aci ón del vaso así como de su 
función (J ain, 2003) . Los capi lares, los vas os más abun dant es en el 
organism o , están formado s por cél ulas endotel i a l e s rodea d a s por la 
mem brana bas al y una capa esca sa de pericit os . Las car acterísticas 
estructu r a l e s y la gran superfic i e de la  pared de los capilare s hacen posi ble 
el intercam b i o de nutrient e s entre la sa ngr e y los tejid o s . Las arter i ol a s y las 
vénul as están recubi ertas por un may or númer o de célula s murales, en 
com para ci ón con los capil ares . Las arteriol a s pre ca pi l a r e s adq ui ere n capas 
conc éntricas de cél ulas del múscul o lis o vasc ular que form an su propia 
mem br an a bas al y están estr ec h amen t e rel aci on a da s con el endot el i o. La 
extrava saci ón de macrom oléc ul as y célul as desde el torrente sanguíne o 
ocurre generalmente en las vénula s postcapil ares . Las par ede s de los 
grandes vasos la form an tres capa s espec i al i z ad as: una ínti m a comp ue st a 
por cél ula s endotelial es, una media de cél ulas del músc ul o liso vasc ular y 
una adven tici a de fibrobla s t o s . Estas tres capas van acompaña d a s por la 
matriz y las lámin a s elásti c a s . El múscul o li so vascul a r y las lámin a s 
elástic a s mantien e n el tono del vaso y contro l a n el flujo sang uí n e o (Jai n, 





F i g u ra 2 . Composición de la pared de los vasos sanguín eos . A. Vaso nacie nte . B . 
Capila r sangu íne o . C . Arte rio las y vénulas. D. Arte rias y venas (modificado de Jain, 
2003 ).  
 
1.1.1. El endotelio 
El endoteli o vasc ular es la bar r era de células en mon oca pa que 
delim i t a el lado inter n o de los vasos sang u í n e o s . Duran t e mucho s añ os se 
pens ó que las cél ula s en dot elia les no tení an ning ún papel fisio l ógic o y su 
única funci ón era la de separar la sangre de los teji dos. Hoy sabemos que el 
endotelio es un teji do metabóli c a m e n t e acti vo que regul a numer o s as 
respuesta s bi ológi cas así como funcio n es fisiol ógica s y tiene además un a 
alta capaci da d sint ét ica (Sum pi o y cols. , 2002).  
La estruct ura e integridad fun cional de las cél ulas endotelial es es 
muy impor t ant e para el mant eni mient o de la pare d de los vas os y la función 
circulat o r i a . Com o se trata de una barrera semiperm e a b l e , el endoteli o 
controla la transferencia de molé c ula s des de el pla sma hasta el 
suben dotel io y vice v ersa. Ade más el endoteli o reg ula los pr oce sos de 
trombos i s y trombol i s i s así como la agre g ac i ón plaqu et ar i a, modu l a el tono 
vasc ular y el fluj o san guíne o y regula las respuesta s inmune e inflamatori a 
medi ante el control de la intera cción de los leuc oci t o s con la pare d de los 
vas os. Por últim o, las cél ula s endoteli ales están muy invol ucr ada s en los 
proc es os de remo del a do vasc ula r y angiogé n esis (S um pio y cols. , 2002). Si 
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se altera el funciona miento de las cél ulas endoteli al es las con sec uenci as 
pueden ser muy seria s por la aparic i ó n de divers as enfermed a d e s , como la 
arteroscler osis y el cáncer, las dos princ i pale s causas de muerte en el 




F i g u ra 3 . Producto s secret ad o s /ex cr et a do s por la célula 
endo te l i al relac io n a do s con la fisiolo g í a del vaso  (modificado 
de Sump io y cols., 2002 ). 
 
Las cél ul as endote liales tam bién tiene n funcion es específ i cas 
depen dien do de su localiza ci ón. El endoteli o se caracteriza por su 
heterogen i c i d a d tant o morfol óg i c a co mo funci on al , que se mani f i est a a 
diferent e s niveles : podem os dife ren c i a r el com p orta m i e n t o entre micro y 
macro células endotel i ales vasc ulares, así com o entre las cél ulas aislada s 
en órgan os diferent e s e incl us o en zon as distinta s de un mis mo órgano. 
Ademá s, el endote l i o arteri o l a r es mu y difere n t e del venoso . La variac i ón 
fenotípic a hace que las célul as endoteliale s expre sen diferentes marca dore s 
y no resp o n dan de igual modo a los mism o s estímul os (Kuzu y cols. , 1992).  
Las cél ula s endotelia les se com unican entre sí y también con otra s 
célul as tanto de dentro com o de fuera del lumen del vaso. Cuan do se 
producen cambi os en el flujo o la presi ón de la sangre, se gener an señal es 
en las células en dotel i a l e s que llegan tanto al citoe sq ue l e t o inte rno de las 
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célul as, com o a la mat r i z ext r acel ul ar que las rod ea. En los vas o s 
quie sce n t e s , hay molécul as (ca deri n a s , cl audina s , ocludina s , cone xina s , 
molé cul a de adhesi ón celular endotelial plaq uetaria (PECAM)) entre las 
célul as en doteli ales que manti enen las uniones cel ulares esta bleci endo la 
barrera permeabl e entre la sangre y el tejido. Ade más de esta función 
mecáni ca , estas moléc ula s transmit e n señale s fundamen t al e s para la 
supervi v e n c i a del en dote l i o (Carme l i e t y col s., 1999). 
General me n t e las célula s endotel i a l e s se encuentr a n en esta do 
quie scente. Tien en un cicl o cel ular que varía des de mes es hasta añ os, a 
exc epción de las cél ulas endot eliales del endometrio y de los tumore s 
sóli dos, cuyo cicl o es de sem an as. Si n embargo, cua ndo el endotelio sufre 
algún dañ o , las célul a s en dotel i a l e s cam bia n su fenoti po para poder migrar 
y prolifer a r , con el fin de repa rar la lesión en el menor tiempo posi ble 
(Bach et t i y Mor bid e l l i , 2000). 
 
1.2. Secuencia de evento s en la angiogénesis 
El complej o proc es o de la angi og énesis inv olucra a los pr oduct o s de 
much os genes que son expresa dos por dife rentes tipos cel ulares , y todos 
ellos contr i buy en a una sec ue n cia de eventos integ r ada (Con way y cols ., 





Figura 4. Cascada de evento s en la angiog é n e s i s. MB : me mb rana basal. 
MMPs: me taloprote inasas matriciales. A. Producción y libe ración de factore s 
angiogé nic os y su unión a los re ceptores de membrana en las cé lulas 
endote liales. B.  Degradación de la me mb rana basal C.  Prolife ració n y migración 
de las célula s endote liale s . D.  Formació n de tubos de cé lu las endote liale s. E.  
Maduraci ó n de l vaso (mod ificado de Kalluri, 2003) .  
 
1.2.1. Fase de activación: inducción de la respuesta 
angiogénica 
E l proces o comienz a con la producci ó n y liberaci ón de una serie de 
factores proangi ogéni cos (Figura 4A y 5), com o res pu est a a un proc es o de 
hipo xia o isqu emia provo ca do por un dañ o o una anomalí a. El fact or de 
crecimient o del en dotelio vasc ul ar (VEGF)  es, de entre estos fact ore s , el que 
más importancia tien e en el inic io de la angiogéne sis, por su capaci da d de 
inducir vasodi l a t a c i ó n al produci r óx ido nítric o (NO) endote l i a l y porque 
aum ent a la perm ea bili da d vasc ul ar de las célula s en dote l i a l e s (Zi che y col s., 
1997). Con el incr e ment o de la perme abili da d vasc ular , los fact or e s 
proangi ogé nicos difunden a los tejid os pr óxi mos y se unen a recept ore s 
específic os situados sobre las células en doteliales de los vas os sanguíne os 
cercan os a dich os teji dos. La uni ón de  los factores proangio g é n i c os con sus 
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recept or e s provoca una transic i ó n en las cél ula s endotel i a l e s des de un 
estado qui escente a un esta d o activa do  o angiogé n i co . Pr obabl e m e n t e , se 
produz can cambi os morfol ógic os en las célul as en doteli ales que conlle van 
un decre m ento en el estado de conflu enci a, lo que permite que las cél ula s 
se vuel van sus ce pt i bl e s a la mito g én esi s (Fo l kman , 1997). Est e cam bi o en el 
endot elio da lugar a la pr od ucci ón de una serie de enzi m as com o las 
metaloprot einasa s matriciales que dis uelv en algunas zonas de la mem brana 
bas al que rodea a los vas os sang uíne os (Fol kman y D´Am or e, 1996) (Fig ur a 
4B). Las metaloprot einasa s son produci das por much os ti pos cel ulare s , 
com o cél ulas epiteli al e s , fibrobla s t o s , célula s inflamat o r i a s y cél ula s 
endoteli a l e s . Por ot ra parte, los acti v a d or e s de plas m i n óg e n o tipo 
uroqui n a s a (uPA) y tisula r (tPA) conv ier t en el pla sminóg eno, proteína 
filt r ada desde el pla s ma, en pla smina. La plas mina es una prot easa que 
degr a da fibr on e ct i n a, lami n i n a y prot e og l i can o s y adem ás acti va cier t as 
metalop r o t e i n a s a s (Gr iffi o e n y Molema, 2000). 
 
1 . 2 . 2 . Fase de progresi ó n : prolifer a c i ó n y migració n de las 
células endoteliales 
L a degrad a c i ó n de la membra n a ba sal vascul a r supon e la liberac i ó n 
de las célul as en doteliales de sus anclaj e s de membr a n a (inte g r i n a s ) , lo que 
les permit e migrar y prolife r a r a tr avés de los huec os crea dos en la 
membrana basal hacia el tejido dañ ado o anómal o (Figura 4C).  Con la 
degr a daci ó n de la mem br ana basa l tambi é n se libera n facto r e s de 
crecimi e n t o (VE GF y factor de creci mi e n t o fibrobl ás t i c o bás ico (bF GF) ) 
sec uest r a d o s por la matriz y se desliga n los pericit o s que rode an y sostien en 
la pare d del vas o. Adem ás se crea un a matriz provis i o n al (fibro n e c t i n a , 
vitr on e c t i n a , fibr i n a , colá g e n o I, trombi n a . . . ) que guía a las célul a s 
endoteliale s en su migración. Much os de los fac t ores de crecimient o 
proangi ogé nicos in ducen a las célula s endote l i a l e s a produc i r las molécu l a s 
que com pon e n esta matriz provis i o n a l (Elice i r i y Cheres h , 2001).  
Las cél ula s endoteliales que han migrado se enrollan sobr e sí 
misma s , form a n d o un tubo, a modo de capilar san guín e o muy element a l 
(Figura 4D). Las integri n a s actúan como punt os de unión con la matriz 
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extracel ular, facilitando el br ote de l nuevo vaso sangu í n e o . Ademá s , se 
producen metaloprot einasa s matriciales,  cuya mi sión es disol v er el tejido 
que está delante del nuevo vaso que se est á formand o , facilit a n d o con ell o 
su pen et r aci ón y aco m o daci ón . A medi da que el nue v o vas o san g uí n e o cre c e 
longit u d i n a l m e n t e , el tejido experi m e nt a una remo de lación, di s poni énd os e 
alrede d or del vaso.  
 
1.2.3. Fase de resolución: terminación y maduración 
Cuando los nuev os vas os form ados se conectan entre sí y con el 
circuito sanguíne o pr incipal comienza la  resol uci ón del proces o: se inhibe la 
migrac i ó n y la prolif e r a c i ó n de las cé lul as endotel i a l e s y se reconst i t u y e la 
mem brana basal. Pero el esta bleci mient o de una red vasc ul ar funci on al 
requi er e la madur a ci ón de los nue vo s vaso s.  La maduraci ón incluy e el 
recluta m i e n t o de cél ulas murale s , el d esar r ollo de matriz extracelul ar y las 
láminas elásticas y la especi alización ór gano- es péc ifica de las cél ul a s 
endotel i a l e s , célula s murale s y matriz. La asociaci ó n de pericito s y célula s 
del músc ulo lis o vasc ular a los nuevos vas o s formados regula la 
prolife r a c i ó n , superv i v e n c i a , migrac i ón , difer e n c i a c i ón , for ma c i ón de 
ramific a c i o n e s , fluj o sanguí n eo y permeab i l i d a d vascul ar de las célul as 
endot e l i a l e s . La especi a l i z a c i ó n tejid o u órgan o- e s pe c í f i c a de los vas os 
sanguín eos es la fase peor entendi da de la angiog énesis. Este proce so 
incluye la determina c i ón arterial o ven osa del vaso, la formac i ón de unione s 
entre las célula s, y la diferenci a ción de las cél ulas en doteli ales para forma r 
estructu r a s capil are s órgano-e s p e c í f i c a s (Ja in, 2003) (Figur as 4E y 12). 
 
1.3. Control fisiológico de la angiogénesis 
Es obvio que un proces o tan com plej o como la ang iogéne sis esté 
sujet o a un estrec h o control . La prolif eración descontrol ada de vas o s 
sanguí n eo s acabar í a con el propi o organi s m o .  
La regulaci ón de la angiogéne sis se lleva cabo medi ante la produc ción 
y liberació n de divers os factores estim ulan t es e inhibidor e s (Figur a 5), que 
varían seg ún la con d ición fisiol ógica o pat ológi ca y el tipo de tejido. Entre 
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estos factore s que reg ulan el cre cimi e n t o endotel i a l se incl uye n factore s de 
crecimient o, citoq uin as, quim oquina s, media d ores lipídi cos, hormon as y 
neuropé pti dos que actúan directa o indirectam en te sobre las cél ulas 
endotel i a l e s . En con dici on e s de norm ali d a d fisi oló g i ca , los esti mul a n t e s y 
los inhi bi dores de la angiogén es is se enc u entran en un perfect o equili brio, 
roto en alg uno de los sentidos cuan do las circunsta n c i a s orgáni ca s así lo 
exigen, aunque en ocasion es tal es circ unst ancias fav o rezcan el deterioro del 
propio org anism o, com o ocurr e con los tumore s cancer os os (Fol kman , 














F i g u ra 5: Principa le s facto r es fisio ló g i co s regul a do re s de la angiogé n es i s . 
( ■ ) Facto re s pro-a n g i o géni c o s . ( ■) Factore s inhibid o re s de la angiogé ne s is . 
 
1.3.1. Hipox ia / Factore s induci b l e s por hipox i a 
La hipoxi a es el prin cipal estím ulo de expansión de la red vasc ular . 
Inicialmente las células se oxi genan por difusi ón simpl e, pero con el 
crecimient o de los tejidos se produce un límite en la difusi ón del oxíg eno, y 
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señaliza ción celular a través de los fact ores de transcripci ón induci bles por 
hipo xia (HI F) (Pugh y Ratclif f e, 2003).  
Los HI F son αβ-h ete r odím eros que reg ula n numer os as res pues t as 
celul ares y sistémica s a la hipoxi a (Weng er , 2002). Ambas subuni da de s 
HI F- α y HIF- β tien en varias isoformas. Mi entras las subuni da d es HI F-1 β 
son proteí nas nucle ares const i tutivas, las HI F- α son indu ci bles por la 
hipoxia. HIF-1 α y HIF-1 β interacci onan con eleme n tos de res puesta a la 
hipoxia que in duce n activi da d tran scri pc i o n a l (Wiesene r , 1998). Sin 
embargo, HI F-3 α está involuc r ado en la regulaci ón negativ a de esta 
respues t a (Ma kino y cols., 2001). En las célula s oxig ena d a s se producen 
reacci ones de hidroxil ación que supon en un mecani s mo de inac tivación de 
HI F e inhibición de su activi da d transcr i p c i o n a l . En condic i on e s de hipoxi a , 
HI F se escapa de esta inact i v ac i ón , de bi d o a la depe n de n c i a de oxíg e n o que 
tienen dic h as hi droxi l a s a s (Pugh y Ratclif f e , 2003). Estudi o s reci ent e s han 
puesto de manifiesto el papel crucial del produ ct o del gen supr es or de 
tumor e s von Hipp el -Linda u (VHL) en  las respuestas a la hipoxia 
depen dient es de HI F-1 (Mole y cols. , 2001) (Figur a 6).  
 
 
F i g u ra 6 . Regulación de HIF-1 . Los 
sitios de hidroxi l a c ió n corre sp o nde n 
al polipéptido HI F-1 α humano. En las 
cé lula s oxige nadas, la hidroxilación 
de dos re sid uo s de proli n a media la 
inte racción con el comple jo 
ubiqui tin a ligasa de VHL que 
de sencade na la de strucción 
prote o só m i ca de HIF-1 α. Una 
se gund a hidroxilación en un re siduo 
de asparragina bloque a la inte racción 
de HIF-1 α  co n el coactivad o r 
transcripcional P300 (modificado de 






Ademá s , la hipoxi a regul a otras ru t as trans cr i pci on al e s com o las de 
fos y jun (Webst e r y col s., 19 94), factor nucle ar (NF)- κ B (K oong y cols. , 
1994) y prot eína p53 (Alar c on y cols. , 1999). 
Como res puest a a la hipoxia se activan numeros os genes 
invol uc r a d o s en las diferent e s fases de la angi ogén e s i s : la óxido nítrico 
sinta s a (NOS) , factor e s de creci m i e n t o (VEGF , angio p oy e t i n a s , FGF.. . ) y sus 
recept ores (VEGFR), metaloprot einasa s matrici a l e s , recept or e s e inhibid o r e s 
del activ a d or de plasm i n óg e n o. . . Muchos de est os genes se trans c r i b e n 
directa o indirecta m e n t e a través de la ruta de HI F (Pugh y Ratcliffe , 2003). 
 
1 . 3 . 2 . Ligandos y recepto r e s 
1.3.2.1. Factor de crecimiento del endotelio vascular 
Los HI F regulan muc hos gen es angiogéni c os, pero la inducci ón del 
factor de crecimient o del en dotelio vas c ular (VE G F) es quiz ás la más 
impor t a n t e (Ferr a r a y cols. , 2003) . La señal i z a c i ó n a través de VEG F 
representa un paso crítico en la angiog éne sis fisiol ógi ca y tambi én parec e 
ser importa n t e en la patol óg i c a , ya qu e se le asocia con el cre cimien t o de 
tumor e s .  
El VEGF (también ll amado VE GFA) pertenece a una familia génica 
que adem ás incl uye al fact or de crecimi ento plac e n tario (Pl G F), VEGFB, 
VEGF C y VEGF D (Fi gura 7). Se han descr ito activi da des similar es a las de 
VEGF en sus homól ogo s (Ferrar a y Davi s-S m y t h , 1997) . Los fact or e s 
VEGF C y VEGF D regulan la angiogén es is  linfá t i c a , lo cual enfat i z a la 
importa n c i a de esta famili a en el cont ro l del crecim i e n t o y difere n c i a c i ó n de 
much os de los componentes ana t ómic os  del sistema vascul ar (Karkka i n e n y 
cols . , 2002) . Depe n di e n do del núme r o  de amin oá c i d o s , exis ten cuatro 
isoform as diferentes de VEGF: VEGF 1 2 1 , VEGF 1 6 5 , VEGF 1 8 9  y VEGF 2 0 6 . El 
VEGF 1 6 5 , la isof or m a pred omi n a n t e (Neuf e l d y cols . , 1999 ) , es una 
glicoproteí n a hom o di mérica con alta af ini da d por la hepar i n a (Ferr a r a y 
Henzel, 1989). Cuan do se sec r eta , una fracció n importa n t e perm ane c e 
unida a la matriz extr acel ular (Park y cols . , 1993) . La pérdi da del domi n i o 
de afini da d a la hepari n a (VE GF 1 2 1 ) signifi c a la pérdida de la activi da d 
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mitógenic a de VEGF (Keyt y col s. , 1996). Ademá s, se ha demo st r ado que 
son las isofor m a s con alta afinid a d po r la heparin a las que estimul a n de 
una man era esenci al el inicio de la formación de rami ficacion es vasc ulare s 
(Ruhrb e r g y cols., 2002). 
El VEGF se pr od uc e fund amen t al m en t e en cél ulas tumor al es baj o 
con dici one s de hipoxia, macr ófagos y ot ras célul a s del siste ma inmun e 
(Figur a 7). Ademá s de prod ucir vaso dilat a ci ón (K u y cols. , 1993) y aum ent ar 
la permeab i l i d a d vascul ar (Dvorak y cols., 1995), el VEGF induce la 
expresi ón de prote as as cr ucial e s en la  inv asión cel ul ar y la remodela ción 
tisul a r (Ferr a r a y Keyt , 1997) . In vitro , el VEGF promueve el cre ci miento de 
célul as en doteli ales vasc ulare s deriva da s de arteri as, vena s y vas os 
linfáticos (Ferrara y Davi s-Smy t h, 1997). Ade más el VEGF induce un a 
potente respuesta angiogénic a en varios modelos in vivo ( L e u n g y cols. , 
1989; Pl oue t y cols . , 1989). El VEGF se comp or t a como un fact or de 
superviv en cia de las célula s endoteliale s tanto in vitro como in vivo . In vitro , 
previen e la apoptosis induci da por la depleción de suero (Gerber y cols., 
1998 a y b) mientras que in vivo , su inhibici ó n produce apoptosi s en las 
célul as vas cular e s del ratón neonat o, aunq ue no en las del adult o (Ger ber y 
cols. , 1999 ) . 
Muchos factore s de crecimie n t o , entre los que se incl uyen el factor de 
crecimien t o epi dérmi c o (EGF), TGF- α, TGF- β, el factor de creci m i e n t o de 
queratin oci t os (KGF), el factor de cr ecim i e n t o tipo insul i n a (I GF) - 1 , FGF y el 
factor de crecimi e n t o deriv ad o de las plaquet a s (PDGF) - B B regula n la 
expr esi ón del AR N mensaj er o de VEGF , lo que sugiere que la liberaci ó n 
autocrina o paracrin a de estos factores colabora con la hipoxia local en la 
regulaci ón de la liberación de VE GF . Adem á s , dete r m i n a da s citoq ui n a s 
inflam a t o r i as como la interle u q u i n a (I L)-1 α e IL-6, inducen la expresi ón de 
VEGF en determinados tipos cel ulares, lo que conc uer da con la hipóte sis de 
que el VEGF pue d e ser un media dor de la ang i og én e si s y de la 
perme abili da d en enf ermedades inflam a t o r i a s (Neufe l d y cols . , 1999) . Por 
otra part e, también se ha dem o st r ado la indu cci ón de la expr e s i ón del gen 
de VEGF por mutaci ones on cog é nicas y por la vía de Ras (Grug el y cols., 
1995; Okada y cols . , 1998) . 
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El VEGF se une a dos recept ore s tirosina - qu i n a s a : recept or de VEGF 
(VEGFR) -1 (también llama do tir osina - q uin asa tipo fms (Flt)-1) y VEGFR - 2 
(tambi é n ll amad o regi ón de domi ni o quinas a (KDR) o quinas a tipo fms (Flk)-
1) (Shib uy a y cols. , 1990; Terma n y cols. , 1991) . Exist e otro recept or en est a 
familia (VEGFR-3 o Flt-4), al cual no se une el VEGF pero sí VEGFC y 
VEGF D (K arkkai n e n y cols., 2002). Además, el VEGF se une a las 
neuropi l i n a s , una famili a de co-rece p t o r e s . El papel de los diferen t e s 
recept or e s de VEGF se resum e en la Figura 7.  
 
 
Figura 7 . Papel de VEGF y sus recept o r e s tirosin a -q u in a sa en los diferen te s 
tipos celular e s . Mie ntras VEGFR-1 y VEGFR-2 se expre s an en la supe rficie de las 
cé lula s endote liales sanguíne as , el VEGFR- 3 sólo se encue ntra en las cé lu la s 
endo te l i a le s linfá tic a s . VEGFA se une a VEGFR- 1 y VEGFR - 2 . Sin embargo PlGF y 
VEGFB intera c c i o na n sólo con VEGFR-1 . El  VEGFE (de rivado del virus orf) es un 
agonis ta selec ti v o de VEGFR-2 . VEGFC y VEGFD se unen a VEGFR-2 y VEGFR- 3 . 
El VEGFR-2 es el principal mediad or de mitogé nesis, supe rv ive ncia, angiogé nesis y 
permeabilidad microvascular. Por el contra r i o , a través de VEGFR-1 no se produce n 
se ñales mito gé ni ca s en las célula s endote lia le s , especialme nte durante el de sarrollo 
embrio nario, por lo que su papel es inhibito rio al se cue s tra r el VEG F y evitar su 
unión con VEGFR-2 (modificad o de Fe rrara y cols., 2003 ). 
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1.3.2.2. Factores de crecimiento fibroblástico 
Los factor es de cre cimiento fibroblástic o (FGF) son mol éc ulas 
proangi ogé nicas dire c t as. El FGF bási co (bF GF) apa r ece baj o dos formas , 
una de baj o peso mol ecul ar (18 kDa) y otra de alto peso mole cu lar (22- 2 4 
KDa). Durante la angiogéne sis, la forma de bajo peso molec ul ar se une al 
endote l i o e induce motili d a d y prolif e r a c i ón celul a r , aument a la activi d a d de 
las pr oteas as y modula los nive les de inte grin a s . La forma de alto pes o 
mole cul ar puede act uar sobre la pro lifera ción de las célul as endoteli ales 
des p ués de su translocaci ón al núcle o (Glei z es y cols., 1995). El bFGF est á 
normalm e n t e inactivo debi do a su  unión a los heparán sulf ato 
proteog l i c a n o s de la matriz extrace l u l a r . Algunas proteína s , con capaci da d 
de uni ón a bFGF, libe r an este factor de la matriz extracel u l a r , para que se 
vuel va acti vo y pue da mediar sus funcio n e s biol ógi c a s (Klein y cols., 1997). 
Por otra parte, el FGF áci do (aFGF), ha  sido implic a d o en la formac i ó n de 
tubos a partir de las célula s endote l i a l e s (Ka nda y col s., 1996). 
 
1.3.2.3. Factor de crecimiento derivado de las plaquetas 
El factor de cre cimi ento derivado de las plaq ueta s (PDGF)- B B es 
secreta do por las células endoteliales,  pr esumibl em ente en respuesta a 
VEGF y facil i t a el reclu t a m i e n t o de la s cél ula s mural e s . La señ ali z a c i ón de 
PDGF -BB se produce a través de su rece pt or PDGFR - β, el cual se localiz a en 
las cél ula s murale s, si endo este el proc es o respons abl e de la pr oli f eración y 
migración de estas célula s dur ante la fas e de maduraci ón de los vas os. 
Cuando las célul as murale s que se recl utan son insuficiente s se produce 
crecimie n t o desme s ur a d o de las células endot eli a l e s , permeabi l i d a d , 
elongac i ó n excesiv a y fragili d a d de los vasos, sangra d o s e hipoxi a (Hells t r o m 
y cols, 2001). El subsig u i e n t e aument o de VEGF aumenta la per meabil i d a d 






1.3.2.4. Receptor esfingolípido de diferenciación endotelial 
acoplado a proteínas G-1 
L a señaliz a c i ó n a través del rec eptor esfingol í p i d o de diferenci a c i ó n 
endotelial acopla do a proteína s G-1 (EDG1), expresado en las célul a s 
murale s, también produce el reclut a m iento de estas cél ulas en la 
madur aci ó n de los vasos sanguí neos (Kl uk y Hla, 2002). Por ot ra part e, la 
falta de este rece pto r puede alterar la  produc c i ó n de matriz extrac e l u l a r por 
parte de las cél ula s endoteli ales o la interacción entre las cél ula s 
endoteliale s y las cél ulas mural es, e interferir así en la madur ación de los 
vas os. 
 
1.3.2.5. Angiopoyetina 1/Angiopoyetina 2/Tie-2  
O t r o si ste ma de señalizac i ón invol ucr a do en el manteni mi e n t o , 
crecimi e n t o y estabili z a c i ó n de los vasos es  el recept or Ti e-2 , al cual se unen 
las angi opoyetinas. Las princi pa les fuente s de angi opoyetina (An g)-1 y Ang-
2 son las célul as murales y las célula s endotelial es res pe ctivamente. La 
Ang- 1 activa Tie- 2, mient r as que la Ang-2 lo act iva en alg uno s tipo s 
celul ares y lo bloq uea en otros. La An g- 1 se com p orta com o esti mulante de 
la superv i v e n c i a de las cél ula s endote l i a l e s y moviliz a a cél ulas progeni t o r a s 
de cél ulas endotelial es y a las cél ulas madre hema topoyética s (Hattori y 
cols. , 2001 ) , pero tambi é n inhi be la an giog é n esis en tumores y en el coraz ón 
(Visc onti y cols., 2002). Se cree que el efe cto antian giogénic o de Ang -1 se 
debe al ef ecto de esta moléc ul a sobre la integridad del vaso, ya que no 
permite que las cél ulas en doteli a l e s se liberen para pode r migrar y 
ramifica r s e (Th urst o n y cols., 2000). La Ang-2 estim ul a el crec imie n t o de 
vas os inm aduros (pobres en músc ul o lis o vasc ular) de tumor es, ya que 
rompe las interacciones entr e las cél ulas en doteliales y las célul as 
perien dotel i ales, degr ada la matriz extrac elular y antagoniza el efect o de 
Ang- 1 (Gal e y col s. , 2002). La Ang-2 tambi én tiene activida d ang iogénic a: su 
efect o es sinér g i c o al de VEGF (Visc on t i y cols. , 2002) ; sin embar g o, si las 
señale s an giogénic as son insuf i cientes, provoca apoptosi s de las cél ula s 




1.3.2.6. Factor de crecimiento transformante β 1 
Los mi embros de la superf amilia  del factor de crecimi e n t o 
transf o r m a n t e (TGF)- β (activ i n a s , inhib i n as , pr ote í n a s morfo g é n i c a s del 
hues o (BMP), factore s de creci mi e n t o y difer en c i a c i ó n (GDF)), y en particu l a r 
TGF- β1 , están implica do s en vari as fases de la angiogé n e s i s . 
El TGF- β forma parte de una supe rf a m i l i a de poli pé p t i d o s 
extracel u l a r e s con ciertas cara cter í s ticas estructur ales com u nes, que se 
encuent r a n present e s en una gran varied a d de orga nis m o s y que partici p a n 
en pr oce s os de cre cimiento, des arrollo, diferenci a ción y homeostasis a 
través de su interacci ón con receptor e s de mem bra n a . En esta superf a m i l i a 
se incluy en más de tre inta proteí nas de  mamíferos, si endo los componentes 
de la famil i a del TGF - β los mie mbros pr ototi p o (Ma ssag ué , 1998). Hasta 
ahora se han cara cter i z a d o tres isoform as diferen t e s de TGF - β en mamífe r o s 
(TG F- β1, 2 y 3), aunq ue el TGF- β1 es la isofor m a más abund a n t e (Robe r t s y 
Sporn, 1990). Los TGF- β están implic a d o s en pr oces os de des ar r ollo y 
diferencia c i ón, inhibe n el creci miento de célul as epi t eliales y endoteli ales, 
así como las funcion e s inmune y hematopoy é t i c a , promue ve n el crecimien t o 
del teji do conecti v o , favore c e n la quim i ot a xis de fibr obl ast o s, macr óf ag os y 
linfocitos y estimulan los proces os de repa r a c i ón de teji d os. Tambi é n está n 
implic ados en proc es os patol ógi cos, com o son la pr oduc ción exce siva de 
matriz extr ac e l u l a r , que desenc a de n a fibros i s tisul ar , y la sínte si s de otros 
factor e s de crecim i e n t o (Sporn y Robert s , 1992).  
El TGF- β es secretado por las célula s o purificado por las pla q ueta s 
com o un com plej o latente de alt o pes o mol ecul ar. Este com plej o latente está 
formad o por el pépt id o madur o (hom odí mer o de la por ción carb o xi-t er minal 
del propé pt i do de 25 KDa) que se asoci a por una uni ó n no cov al ent e con el 
péptido asociad o de latenci a (L AP) (dím er o de la porci ón amino -t er minal del 
propé ptido) . Esta molécul a recibe el nom bre de “com plejo latente peq ueñ o”. 
En ocasi o nes, al complej o latente peq u eño se une la proteí na con oci da 
com o pr ot eína de unión al TGF- β laten t e (LTB P) medi ant e un puent e 
dis ulfuro, y al com pl ejo resulta n te se le con oce como “com pl ejo latente 
largo” (Fig ura  8 ) . El LTBP se une de forma coval ent e a la matriz 
extracel ula r , proporci onan do un  importa n t e reserv or i o de TGF- β inact i v o 
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(Koli y cols., 2001). En la activa c i ó n del TGF- β (liberaci ó n del TGF- β acti vo 
del comple j o latent e ) interv i e n e n nu meros os factore s relacio n a do s con el 
entorno de la cél ula com o son el pH , estrés , temper a t u r a y las enzima s 
prote o l í t i c a s . La movili z a c i ó n de los reservo r i o s de TGF- β de la matriz 
extracel ula r represent a un o de los puntos más importantes de la regula ción 
de su activida d, ya que es aquí don de se controla la conc entrac ión local de 
TGF- β acti vo, es decir , con acce s o a los rec eptore s señalizantes (Miyaz ono y 




Figura 8 .  Estructura y formas 
laten te s del TGF- β1 . A. Comp le jo 
late nte pe que ño . B . Comp le jo late n te 
largo (modificado de Schnape r y 




Los TGF- β produc en sus efectos biol ógic os a través de su unión a 
recept ores de membr ana serina -treonina- q uinas as de tipo I y II (Figura 9). 
Cada lig an d o perten e c i e n t e a la superfa m i l i a del TGF- β se une a un tipo 
específic o de ambos recept ores; en el cas o del TGF- β los rec e ptores más 
abundan t e s son el rece pto r de TGF- β (T βR ) - I y T β R-I I (Derynck y Fen g, 
1997). Los recept ores tipo I han recibi do varias nome nclaturas; cuan do se 
des cu br i er on se les adju dic ó la nomen clat ur a ALK (r ece pt or de activina ti po 
quina sa ) , pero poste r i o r m e n t e adop ta r on otra nomenc l a t ur a que hace 
referencia a su ligan do fisiol ógi co. Así, al T βR -I también se le conoce com o 
ALK- 5. AL K-1 es otro recept o r tipo I, que une TGF- β, aunq ue más 
débilmente que ALK- 5. Es posi ble que AL K-1 sea un rece pt or espe cíf i co de 
las célula s endoteliale s, ya que hasta el momento sól o se ha vist o expres ado 
de man era abunda n t e en este tipo cel ula r (Deryn c k y Zhang, 2003). 
La señaliza ción comie n za cuando el TGF - β estimul a al recept or ti po 
II, y este a su vez recluta el rece ptor tipo I, y se forma así un compl e jo 
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ternari o estable . El receptor tipo II está autof o s f o r i l a d o y por tanto 
const i t ut i v a m e n t e activ o. Despu é s del r ecl utam i e n t o , este rec epto r fosfori l a 
al rece ptor tipo I, que no est á fosforila do en aus encia del ligando. La 
fosforila c i ó n se produce en una región rica en resi duos serina-t r e o n i n a que 
se enc u en tra en el “domini o GS”, un domini o cer cano a la mem bran a 
alta m e n t e cons e r v a do (Wra n a y cols . , 1994; Wies e r y cols . , 1995). A 
continua c i ó n el rec e ptor tipo I media la activ aci ó n de la casca da de 
señali z a c i ó n intrac e l u l a r (Figur a 9).  
El acces o de TGF- β a los rec e ptores es un proc es o estrecha mente 
cont r ola d o por div er s as pr ot eína s. Pare c e ser que es ésta la func i ón de los 
llama dos recept or e s no señ al izan t e s , ot ro tipo de rece ptor es que no 
participa n en la señal izac i ó n de TGF- β. Est os rece ptor es son el betaglican o 
y la endogli n a .  
El betag l i can o o rece pt or de tipo III es un prot e og l i can o 
transmem br ana con un domi nio cito pl a smátic o corto, con capa cidad de 
unir las tres isof orm as de TGF - β, aunq u e tien e una mayor afin i da d por 
TGF- β2. El betagli can o no part ic ipa en la transd uc ció n de la señ al, per o en 
much os tipos cel ulare s se ha comproba do que potenc ia los efect os de TGF -
β, por lo que pare ce que actúa pres enta ndo el liga n do a los recept ores 
señal i z a n t e s . Por otro lado, la forma sol u ble de betaglican o se com port a 
com o anta gonista de los efect os de TGF - β (López- Ca s i l l a s y cols., 1994).  
La endogli n a es una glicoproteí n a de mem brana con gran hom o logí a 
estruct u r a l al betaglic a n o en las regi ones transme m b r a n a e intracel u l a r y 
que se expresa fun da mentalmen te en el endoteli o vas cular (Chei f etz y cols., 
1992) . Se ha demo st r ado que la endog l i n a actú a como un recept or tipo III, 
facili t a n d o  la unión de TGF- β 1 y TGF- β 3 al recept or tipo II (Letamendí a y 
cols. , 1998 a;  Barbar a y cols., 1999), pero su papel en la señal i z aci ón está 
menos clar o. Puest o que este tra baj o se  bas a en el est udi o de est a proteín a, 
hablar e mo s de ella detenidam ent e más adel ant e. 
La señal desde los recept or e s seri na-treon ina-q uinas a al núcl e o se 
transmit e a través de las Sma ds ( Small mothers against decapentaplegic ) , 
unas pr ote í nas intrac elulare s de 50- 7 0 kDa (Ma ssa gué, 1998; Hel din y 
cols . , 1997; Atti s a n o y Wran a , 1998; Whit m a n , 1998; Chri s t i a n y 
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Nakaya ma, 1999) (Fi gura 9). Mediante estudios realiza dos en diversa s 
especi e s se han ide ntif i c a d o tres tipos de Sma ds: Sma ds regula d a s por 
recept or (R-Sma ds), Sma ds medi adora s com une s (Co-S ma ds) y Smads 
inhi bi d or as (I -Sm ads) . En el esta do basal , las R-Sm a d s (Sma d 2 y Smad 3 
en el cas o de ALK- 5; Smad 1 y Smad 5 en el cas o de ALK- 1) per manec en en 
el citopl as ma uni das a las prot eínas SAR A (anclaj e de las Smads para la 
activaci ón del rece pt o r ) (Ts u kaza ki y cols. , 1998; Wu y cols. , 2000). Las R-
Smad  s on fosforil a d a s por el recept or tipo I en un motivo carboxi- t e r m i n a l 
altamen t e cons erv a d o (SSXS). Las proteín as SARA son las enc argad a s de 
pon er en contacto a las R-Sm ads con el recept or tip o I para que se prod uz ca 
esta fosfor ilación. Una vez fosforiladas, las R-S mad form an com ple jos 
heteroméri cos con las Co-S ma ds , de las cuales sólo se con oce un miembr o 
en mamífe r os : Sma d 4 (Lagna y cols., 1996) . El compl e j o R-Sm a d/ C o - S m a d 
se transloc a al núcl eo, don de es capaz de reg ula r la transcri p c i ó n de 
determina d os gen es (Miyaz ono, 2000). Los mecani smos de regulaci ón 
utiliz a d o s por el comple j o de las Smad s son tres: unión directa a secuenci as 
específica s de ADN, interacción con otras prot eín as de unión al ADN y 
reclut ami e n t o de co- act i va dor e s o co -re pr esore s transcripci on ales. Las I-
Smad (S m ad 6 y Smad 7 en la señaliza ció n de TGF - β ) impiden el acces o de 
las R-S ma ds al com plej o de rece ptores, o la form a ción del com plej o R-
Smad/ C o- Smad. La expresión de las I-Smads es inducida por TGF - β 
proporci on ando un a regulaci ón negativa de su meca nismo de señalizaci ón 
(Naka o y cols . , 1997; Hany u y cols . , 2001 ) . Adem á s , las pr ot e í n a s Smads 
pueden interacci onar con algun os fact ores de trans c r ipción, en tre los que 
se enc uent r an FAS T, AP- 1, Sp1, HI F-1,  que permit en la activ ación o la 
supresi ón de gen es (Attisano y Wrana, 2000 ; Ma ss agué y Wott on, 2000 ; 





Figura 9. Señalización de TGF- β a través de proteín as Smads . La unión 
de TGF- β al T β R-II ge nera la formación de un comp le jo ligando-re ceptor que 
de sencade na la activa ción del T β R-I . El T β R - I activad o (P) fosfori l a las R-
Smads. Smad 4 forma comp le jos con las R-Smad fosforiladas. Estos 
comp le jo s traslo ca n al núcleo, donde coope ra n con otros factore s para la 
re gu lación de la transcrip ción de los ge nes diana (modificad o de Liu, 2003).  
 
Las Sma d s son los sustratos de los recept ores de TGF- β mejor 
estudia d o s y represen t a n la vía clásica de señalizac i ón . Sin emba rgo, hoy se 
sabe que existen otras rutas de señaliza ci ón implica das en las respuesta s 
celul ares a TGF- β. Un a de las rutas que más se ha rel acion a d o con la vía de 
señal i z a c i ó n de TGF- β es la de las proteínas quinas a activada s por 
mitógen os (MAPK). Las MAPK pertene c e n a una famili a de proteí na s serina-
t r e o n i n a - q u i n a s a s que con stit u y e n un a vía de señ alizaci ón amplia ment e 
utiliz a d a en célula s eucari o t a s imp lica d a s en respues t a s cel ular e s tan 
importa n t e s como la pro lif e r a c i ó n , difere n c i a c i ó n , migrac i ó n y muert e 
celul ar. Estas proteí nas, muy conserv a das a lo largo de la evol uci ón , 
con ducen estímul os extracel ula r es hasta las dian as efectoras dentro de la 
célul a a tr avés de recept ores y fosforilaci ones secuenciale s de enzim as. 
(Sch e n k y Snaa r - J a g a l s k a , 1999; Paul y cols . , 1997; Robin s on y Cobb , 
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1997; Garring t o n y Johns on , 1999). Las investi g a c i o n e s lle va da s a cabo in 
vitro han dem ost r a d o que el TGF- β puede activ ar los tres ti pos de MAPK 
más estudi a d o s : Las quinas a s regula d a s por señal es extrace l u l a r e s (ERK), 
las quin asa s Jun amino-t e r m i n a l (JNK) y la proteí na quin asa de 38 kDa 
activa da por mitógen os (p38 MAPK), aunq ue la activ ación depe nde en gra n 
medi da del tipo celu lar y de las condi ci ones exper i ment ales empl ea d a s 
(Chat a n i y cols. , 1995; Harts oug h y Mulde r , 1997).  
A pesar de las controve r s i a s en la interpre t a c i ó n de los estudios de 
angiogén es is y TGF- β , existen datos gen éticos tant o en hom bre com o en 
ratón que dem ue stran el papel de esta cit oq uina en el ensa mbl aje vasc ula r 
del embrión y en el mantenim i e n t o de la integr ida d de la pare d de los vas os . 
Los miembro s de la superfa m i l i a de TGF- β, y en partic u l a r TGF- β 1, 
contribuye n en las fases de resol uci ón y maduraci ón de la angiogéne si s, 
estimul a n d o la producci ó n de matr iz extracel u l a r e inducien d o la 
diferencia c i ón de cél ulas mesen q uimal es en cél ulas murales (Pepper, 1997). 
Se han descrito propieda de s tanto angiog én i c a s como antian gi o g é n i c a s de 
TGF- β1 , a través de las célula s endotel i a l e s y de otros tipos celular e s . A 
dosis baja s, el TGF- β 1 cont ribu y e en el inicio de la angiogéne s i s 
aum entan do la producci ón de factores angiogénic os y protea sas. A dos is 
altas, el TGF- β 1 inhi be el cre ci miento de las célul as endoteliale s, promuev e 
la formaci ón de la membran a basa l y estimul a la diferen c i a c i ó n y 
reclutami e nto de las célul as del músc ul o liso vasc ula r (van den Driesch e y 
cols., 2003). Algun os recept or e s de TGF- β 1 (ALK - 1, T βR - I I , endogl i n a ) , así 
com o alg u nas mol éc ulas implic ada s en su señalizaci ón (Sma d 5) han sido 
relacion adas tanto con la fase inicial de  la angiogén es is com o con la fase de 
madur a c i ó n (Pep per , 1997 ; W e i n s t e i n y cols., 2000) . Estudi o s recient e s in 
vitro indica n que la vía de señali z ación de TGF- β 1 a través de ALK-1 in duce 
la expre sión de Id1 en cél ula s endotelial es y fibroblast os, una pr oteín a 
implic a d a en los proc esos de migració n y prolife r a c i ó n . En cambi o, la vía de 
señaliza ci ó n a través de ALK- 5 induc e la expresi ó n del inhibid o r del 
activa dor de plasmi nógen o (PAI )-1 en las cél ulas endot eli al es. El PAI - 1 
prom ue ve la madura ción de los vas os al prevenir la degra d a ción de la 
matr i z provi si on al form ad a a su alred ed or . Estos hech os hacen pens ar que 
el balan ce en la señal ización a través de una u otra vía es lo que determina 
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el efecto angiogé n i c o o antiang i o g é n i c o de TGF- β1. La endoglina podr ía ser 
una de las mol é cul as que mod ul e est e bal an ce (Go um an s y cols. , 200 2; 
Lebr in y cols. , 2004). 
 
1 . 3 . 3 . Moléculas de intera c c i ó n célula - c é l u l a 
Cuando las cél ula s endoteliale s migran durante la formaci ón de 
nuev os vasos, las molé cul as que mantienen las union es celulare s 
(caderin a s , claudina s , ocludin as )  desa pa r e c e n , pero más tarde se 
reestabl ecen, una vez que se est abiliza el  nuevo vaso. El VEGF afloja est os 
contact os entre las célula s en doteli a l e s , mientras que la Ang - 1 los refue r za 
(Thurs t on y cols., 2000).  
Las cél ula s endotel i a l e s tam bi én conta ct a n entre sí a travé s de 
PEC A M y de union es tipo Gap, mediant e conexina s. Estas uni on es tambi én 
son cr ucial es tanto para la for maci ón como para el mantenim iento de los 
vasos (Sim on y McWhor t e r , 2002 ) . 
 
1 . 3 . 4 . Molécula s de in terac c i ó n célula- m a t r i z 
ex tracelular 
La matriz extracel ula r también regula el proc es o de formaci ó n de 
nuev os vas os. En los vas os qui e scentes, las cél ulas endoteli ales tienen un a 
mem brana basal (com puesta fundam e n talmente por col ágeno IV y 
laminina ) y una mat r iz interst ic i a l (col ág e n o I y elastina ) , que da visco-
el a s t i c i d a d y resisten c i a a la pare d del vaso. En este est ado, ciertos 
dominios de las proteí nas constituyentes de la mem br ana basal interactúa n 
con las cél ulas endot eliales, gen erando señ ales que in hiben la pr oliferaci ó n 
y protegen las uni on es entre las célul as (For m y col s. , 1986). Cuand o se 
des enca de n a la angiogéne sis, las cél ulas endoteli al es interac cionan con 
diferentes dominios de esas mis mas proteí nas de la mem brana basal, con lo 
cual la matriz altera su com pos ic i ó n y las célul as en dotel i a l e s migran para 
formar nue vos vasos (Hanga i y cols., 20 02; Kall ur i , 2003) . Por lo tant o, las 
prot eína s de la membr ana basal, depen dien do de su conf igur aci ó n, influyen 
Introducción 
35 
de modo diferente en las cél ula s en doteli a l es y prom uev en disti n tas fase s 
del pr oce so angiogénic o.  
La remodel ación de la matriz extracelul ar durante la angiogéne si s es 
lleva da a cabo por protea sas, entre las que se incluyen activadores de 
plas minóg e n o , metal opr o t e i n a s as matricia l e s , heparina s a s , quim asa s , 
tript a s a s y cateps i n a s (Jack s o n , 2002) . Las prote a s a s facil i t a n la forma c i ó n 
de nuev os vas os al liberar acti vadores angiogénic os uni dos a la matri z , 
como bFGF , VEGF y TGF- β y activar qui mi oq uinas an giogénic as com o IL-1. 
Incluso hay estudi os que dem ue stran que la activida d de alguna s protea sa s 
en la angiogé n e s i s no tiene que ver co n la proteo l i s i s (Qi y cols., 2003).  
Las proteas a s tambié n juegan un pa pel import a n t e en la resolu c i ó n 
de la angiogénesis, debido a que pued en libera r algun os inhi bi d o r e s uni dos 
a la matriz (tromb o s p o n di n a (TSP)- 1 y factor plaqu e t a r i o (PF)- 4) , gener a r 
fragme n t o s de col áge n o (endos t at i n a ) , plas minógen o (angiostatin a) o de las 
propias proteasa s con actividad antian gi o g é n i c a , así com o inactiva r 
citoq uinas angiogéni c as (factor deriva do de las qui mi oq uinas estromales -1) 
(Lut t un y cols . , 2000) . Por otra part e , la activida d de las metal oproteinasa s, 
y por tanto la angiog é n e s i s , se contra r r esta con los inhibidores titulares de 
metalo pr ot einasa s (TI MP) (Góme z y cols. , 1997). 
La arres t i n a , canst a t i n a , tumst a t i n a y endosta t i n a son inhibi d o r e s 
endógen os de la angi ogéne sis derivados de los colág enos XVI II y IV. Estos 
fragmentos de pr oteín a se pr oducen com o conse cuenci a de la pr oteolisis de 
colág en o en el reca m bi o norm al de la membra n a basal. Probab l e m e n t e sea 
la uni ón de estos fragmen t o s a integri n a s lo que medie su activida d 
antiang i o g é n i c a (Kall ur i , 2003). La endos t a t i n a , proba bl e m en t e la más 
estudia d a de estas proteín a s , es un i nhi bidor especí fico de la migración y 
proliferaci ó n en doteli al y tam bién in duce apopt o sis de las cél ula s 
endote l i a l e s en prolif e r a c i ó n (O´R ei l l y y cols., 1997). 
En los últi mos añ os se ha dem ostrado la actividad proangiog én i ca o 
antiangiog enica de ot ros com ponentes de la membra na basal. Entre ellos se 
incluyen el perle can (prote oglica n os de  hepar á n sulfa t o ) , lamin i n a, prote í n a 
secreta da ácida y rica en cist eína (S PARC o BM-40 u ost eone ctina), 
colág en o XV y colág en o XVII I (Kal l ur i , 2003). 
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Algun os factores de crecimiento, com o los FGF, están implic ados en 
la alteració n de la integrida d mecánica de la matriz extracel u l a r , y de esta 
maner a regul a n la angiog é n e s i s (Ing ber y Folkm a n , 1989) . 
Las integrinas son recept ores celulares de mem brana para mol é cula s 
de la matr iz extracel ular com p uesta s de dos subun ida des, α y β, que se 
com binan formando com plej os heterodi m é r i c o s . Las integr i n a s transm i t e n 
informac i ó n bidirec ci on a l m e n t e entre el interior y el exterior de la cél ul a 
endotelial, y ayudan así a la reg ulaci ón de la angiog é n esis en coor dinaci ón 
con el medio que rodea al endot elio (Hyn es, 2002). Algun os estudi os han 
dem ostr a d o que, en con dici on e s nor male s , los compone n t e s de la 
mem brana basal se unen a una serie de integrin a s , pero cuan do se altera la 
estructura de la membran a bas al sus com p one n tes se unen a otr as 
integr inas difer ent es (Gar dn er , 1999). 
 
1 . 3 . 5 . Leucocit o s 
Los leucoci t os tienen gran impor t ancia en la regul aci ón de much os 
proc es os angiogénic o s por su capaci da d de pr od u cción de numer os os 
fact or es, como VE GF, PlG F, PDG F-B B, bFG F, Ang-2, EGF, TGF- β 1, prot eína 
quimi oa t r a y e n t e de mon ocito s (MCP)- 1 , varias interle u q ui n a s y prote asa s . 
Pero los leuc ocit o s también son prod uct or es de inhi bid or es an giogénic os, 
por lo que su fun ció n en el inicio o la finali z a c i ón de la angiog é n e s i s 
depen de del balan ce espacial y temporal en que se encuentren (Carmeliet, 
2003) .  
 
1.4. Angiogénesis específica de órganos 
La angi ogé n esis espe cífica de órganos vie ne determi n ada en primer 
lugar por la expresi ó n y activida d de fact ores angiog é n i c o s gene ral e s , com o 
VEGF y Ang-1, que varían enor m ement e de unos tejid o s a otro s (Visc ont i y 
cols. , 2002; Jain y Munn, 2000) . En segun d o lugar , hay factor e s 
angiogéni c os específ i cos que determin an el comienzo del proces o 




1.5. Implicaciones patológicas de la 
angiogénesis 
L a pér dida del control orgánic o sobr e la angiogéne sis constituy e un o 
de los ele men t o s caract e r í s t i c o s de alg un as enferm e d a de s, determ i n a n d o 
que sea la propia patología la que reg u le, en su "be nefici o " , el proc es o de 
angiogén es is. Esta desregul aci ó n pue de ir en ambos senti dos; es decir , 
tanto en un aument o com o en una dismin u c i ó n del pr oce so .  
Se produce una angiogénesis ins uficiente cuan do un tejido no puede 
producir cantida des ade cuadas de factor e s de crecimi en t o angiogén i c o . Est o 
supon e un inade cuado creci mie n to de los vas os sang uíne os en zonas que lo 
requieren, lo que impi de que se restaure el flujo sang uíneo y, por 
consig uien te, dificulta o incl uso llega  a impe dir que el tejido en cuestió n 
recu per e la normalid a d, pudien d o llegar a morir (necro s i s ) .  
Por el contrar i o , se produce un exce so de angi ogé n e s i s cuando 
célul as o tejidos alter ados pr oducen cantida de s an ormal e s de factore s de 
crecimient o angiog én ico, sobre p asan do la capaci da d de regul aci ón de los 
inhibidor e s naturale s de la angi ogéne s i s . En estas condici on e s , los tejidos 
des ar r ol l an nue vo s vasos san g uí n eos, lo que pr ov oca la dest r uc ci ón de los 
tejidos normales y, como es el caso del cánc er, los nue vos vasos permiten el 
sumini s t r o de sangre a los tum ore s , lo que result a determ i n a n t e para su 
desarrol l o y facilita vías adi cion a l e s de disemin ac i ó n de las cél ulas 
tumoral es y con ello las metás t asis  en tejidos lej a nos del foco tumoral 
prim a r i o. En este sent i do, Folk m a n pr opu s o el conc e pt o de la tera pi a anti -
angiogéni c a com o un a alternativa y ayuda a las terapias tradi ci onale s anti-
can c e r í g e n a s (Folkm an , 1971) , que ha sido objeto de numer osa s 
investigaci ones en las tres últimas déca das . 
 
1.5.1. Enfermedades caracterizadas o causadas por 
angiogénesis insuficiente o regresión de los vasos 
 Que afe c tan al sistem a nervios o : Al zheim e r (se produc e 
vas oc on s t r i c c i ó n , dege ner a c i ó n microv a s c u l a r y angiopat í a cere b ra l debi do 
a la toxi ci da d que el amil oid e- β gen era en las cél ul as en doteli ales (de la 
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Torre, 2002)) ; escl er o s i s latera l am io t r óf i ca y neur op at í a diabét i c a 
(enferm e d a d e s caract e r i z a d a s por la dege neración de las mot o neuron as a 
causa de la insufici e n t e produc c i ó n de VEGF (Oosthu y s e y cols., 2001) ) ; 
apopl ejía (existe un a correlaci ón entre supe rvivencia y angiogén es is cerebral 
(Krupi n s k i y cols., 1994)) . 
 Que afect an a los vasos sang uíne os : ateroscl erosi s (des arrol l o 
insuficient e de vas os colaterale s (Van  Belle y cols., 1997)) ; hipert e n s i ó n 
(baja densi da d de capilar es (Bou dier , 1999) ) ; diabet es (car act er i z ada por el 
esca so crecimi e n t o colater a l y angiogén e s i s insufic i e n t e en tejid os 
isquém i c o s (Walte n b e r g e r , 2001) , sin embar g o se pr oduce un aumento de la 
neov asc ul a r i z a c i ó n retinal) ; restenos i s  (por una falta de re-en d o t e l i z a c i ó n 
des p ués del daño arte r i al en eda d es avanza d a s (Genna r o cols., 2003)). 
 Que afe c tan al sistem a digestiv o : ulcera ci o n e s orales o 
gástri c a s (se produc e un retras o en su cicatri z a c i ó n debido a la producc i ó n 
de inhibi do r e s angi ogé n i c o s que generan algun os patógen o s (Jenkin s o n y 
cols., 2002); enferm e d a d de Crohn (c ara c t e r i z a da por isque m i a en la 
mucos a) . 
 Que afec tan a la piel : pérdid a capila r (los inhibi d o r e s 
angiogéni c os retarda n el creci miento del cabell o (Yano y cols. , 2001)); pi el 
púr pur a, telangiect a s i a (red uc ci ón eda d- de pen dient e del núm er o de vas os , 
así como de su maduraci ó n  (Ch ang y cols., 2002)) . 
 Que afec tan al apara to reproduct or : pre-e cl a m p s i a (por 
disf un ción de la cél ula endot e lial debi da a la aus encia de VEGF que 
produce el Flt-1 sol ubl e (May nard y cols., 2003) ) ; menor r a g i a (por la 
fragili d a d de los capi lar e s debida a la  baj a produc c i ó n de Ang-1 (Hewet t y 
cols. , 2002) ) . 
 Que afec tan al pulm ón : distress respirat o r i o neonatal 
(maduraci ó n pulm on ar insufici ente en prematuros debi da a la esca s a 
produ cci ón de HI F-2 α y VEGF (Compe r n o l l e y cols., 2002)) ; fibros i s 
pul mon ar, enfisem a (por apoptosis de las cél ulas en doteli ales debida a la 
inhibici ó n de VEGF (Kasahar a y cols., 2000)). 
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 Que afe ct an al riñón : nefr o pa t ías (se pr od uc e deg ener aci ón de 
los vaso s en eda de s avanza da s debi da a la produ cc i ón de TSP-1 (Kang y 
cols. , 2001) ) . 
 Que afect an a los hue sos : osteoporosis (el declive de la 
angiogén es is media d a por VE GF hace que no haya un a formaci ón de 
huesos norm a l (Mar t í n e z y cols. , 2002) ) ,  cic at r i z aci ón len t a de las fract ur a s 
de hues os (cau sa da por inhibidor es angiog é n i c o s (Yin y cols., 2002)) . 
 
1.5.2. Enfermedades caracterizadas o causadas por una 
angiogénesis anormal o ex cesiva 
 Que afect a n a muc h os órga nos : cáncer (ac t ivación de oncog enes 
o pérdi da de supresore s tumorale s ) ; enfermed a de s infecc io s a s (l os 
patóg eno s expres an gene s an giogén i c o s (Mey er y col s., 1999), in duc en 
program as angiogé n i co s (Hara d a y cols., 2000) o transfo r m a n las cél ula s 
endot e l i a l e s (Barr i l a r i y Ensol i , 2002 )) ; desórd e n e s autoin m u n es (activ a c i ó n 
de leucoci t o s ) . 
 Que afec t an a los vasos sang uíne os : malformaci ones vasc ul ares 
(mut aci ón de Tie- 2 (Vik kul a y cols. , 19 96)) ; síndro m e de DiGeor g e (baja 
expresi ón de VEGF y neur opilin a-1 (Sta l m a n s y cols., 2003) ) ; telan g i e c t a s i a 
hemorrá g i c a heredit a r i a (HHT) (mutaci on e s en endog lin a o ALK -1 (van den 
Driesch e y cols., 2003)); heman g ioma ca v e r n o s o (Pérdi d a de la cone xin a 37 
y la con exi na 40 (Si mon y McWhor t er , 2002)); ater oscl er osi s; arter i op at ía 
del transp l an t e . 
 Que afe ct an al teji d o adi poso : obesi da d (angiogén es i s induci da 
por diet as grasas); pérdi da de pes o in du cid a por inhibido r es de la 
angiogén es is (Rupni ck y cols. , 2002). 
 Que afec t an a la piel : soria si s , verrug a s , dermat i t i s alérgi c a , 
cicatrices quel oi des, granuloma s pi ogénic os, ampolla s, sarcoma de Kapos i 
en indivi d u o s con SI DA (Baril l a r i y Ensoli , 2002). 
 Que afe ct an a los ojos : sín d rom e vítreo de hipe rela s t i c i d a d 
persist ent e (pér did a de Ang - 2 (Hac k e t t y cols . , 2002) o VEGF 1 6 5  (Stalman s y 
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cols. , 2002) ) , retin opat í a di abé t i c a , retin op a t í a de los  premat ur o s , 
neovas c u l a r i z a c i ó n coroid a l (mut ac i ó n de TI MP-3 (Qi y cols., 2003)) . 
 Que afec tan al pulmón : hiper t ensi ón pul mon a r primar ia 
(mut aci ón del rece p t or de BMP (BM PR)- 2 o de las cél ula s endot eliale s 
somát i c a s (Humb e r t y Tremb a t h , 2002; Vo el kel y cols. , 2002; Yeag e r y cols. , 
2002) ) , asma, póli p o s nasal e s . 
 Que afec t an al inte stino : enfe rm e d a d inf lam a t o r i a intest i n a l y 
perio d on t a l , asci t i s , adhe s i on e s peri t on e a l e s . 
 Que afec t an al apa rat o rep roduct or : en dome t r i o s i s , sangra d o 
uterino, quistes ová r icos, hipe rest i m u l a c i ón ováric a (LeCou t e r y cols., 
2001) . 
 Que afect an a los hues os y articu laci ones : artr i t i s , sinov i t i s , 
oste omi e l i t i s , form a c i ó n de osteof i t os (Lut t u n y cols. , 2002 b).  
 
2 . Arteriogé n e s i s 
Mientras los capil a res distri buy en la sangre a las cél ulas 
indivi d u a l e s, las arte ri a s distri b u y e n el flujo sang uí n eo a los tejidos . Por 
eso, cuan do una arte ria se obst ruye el espaci o vasc ular que ella irriga se 
vuel ve isq uémi co. Para que esto no suceda, exi s ten vas os colateral e s 
interco n e c t a d o s con los sistema s arteria l e s del orga nis m o , de tal manera 
que tras la obstruc c i ó n de una arte ria , otra arteria col ater a l se puede 
ampli ar y salvar así la región isquém i c a (Heli s c h y Schape r , 2003) . Este 
proc es o, conocido como arteriog é n e s i s (Fi gura 10), está involucrado junt o 
con la angi ogé n e si s en el remodel a d o vasc ular (Van Royen y col s. , 2001 b).  
Los model os experim en t a l e s de enfermed a d arteria l perifér i c a , com o 
la isquem i a en la pata traser a produ c i d a por la ligadu r a de la arteri a 
femoral , se han util iza d o exte nsa m e n t e para estudia r los proces o s de 
remodela do vas cul a r . Con estos model os se ha dem ostra do que la 
arterio g é n e si s en la parte superi o r del mus lo de ani m ale s con enferme d a d 
vasc ula r perifér i c a experim e n t a l increme n ta el flujo sanguíne o en el resto de 
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la pata (Her s h e y y cols. , 2001; Ito y cols . , 1997; Schol z y cols . , 2000; Van 
Royen y col s. , 2001 b). 
 
 
Figura 10. Proceso de arteriogénesis . Cuando una arte ria se 
obstruye , los vasos preexiste ntes colate rale s sufre n una 
re mode lación grad ual, ensanchánd ose para pode r hace r 
fre nte al flujo sanguíne o que cond ucía la arte ria obstruida 
(modificado de Simo ns y Ware , 2003). 
 
Los model os experim en t a l e s de enfermed a d arteria l perifér i c a , com o 
la isquem i a en la pata traser a produ c i d a por la ligadu r a de la arteri a 
femoral , se han util iza d o exte nsa m e n t e para estudia r los proces o s de 
remodela do vas cul a r . Con estos model os se ha dem ostra do que la 
arterio g é n e si s en la parte superi o r del mus lo de ani m ale s con enferme d a d 
vasc ula r perifér i c a experim e n t a l increme n ta el flujo sanguíne o en el resto de 
la pata (Her s h e y y cols. , 2001; Ito y cols . , 1997; Schol z y cols . , 2000; Van 
Royen y col s. , 2001 b). 
 
2.1 Regulación de la arteriogénesis 
L a angi og é n e s i s y la arteri o g é n e s i s tienen lugar en tipos difere n t e s de 
vas os san guíne os y se regulan por estím ulos distin tos. El aumento del 
“shear stress” en los vasos colaterale s (des enca de nado des p ués de la 
ocl usi ón de la arter i a mayo r ) pa rece ser el estímul o primario de 
arter i o g é n e s i s (VanR o y e n y cols., 20 01 a). Sin emba rgo, en los modelo s 
animale s de enfermedad vasc ula r periférica, la isque mia tisular no parece 
que cont r ol e de maner a imp or t an t e la arter i og é n esi s, pue s los vasos 
Introducción  
42 
colateral es que se está n remodela ndo no est án rode ados de tejido isquémic o 
(I to y cols. , 1997; Schol z y cols. , 2000; VanRoy e n y cols. , 2001 a). 
Las difere nci a s de presión en las zona s de perfusi ón y el “shear 
stress” hac en que las célula s en doteli al es se activen y recluten mon ocitos. 
Estas cél ulas pr oduc en factore s de creci miento y protea sas, los cuale s 
hacen que las cél ula s del músc ulo lis o vascul ar pue dan migrar y divi dirse 
(Heil y cols ., 2002). En este sentid o , las cit oq ui n a s que atraen monoci t o s o 
prol ongan su vida (com o MCP- 1, TGF- β 1 y el factor de necr osi s tum ora l 
(TN F)- α) aumen t an el crecim i e n t o colat er al , mient r as que las citoq ui n a s 
anti- i n f l a m a t or i a s (como IL-10) lo inhi b e n (Carm e l i e t , 2003) . El PlGF 
también favorec e el crecimi e n t o colate r al , no sólo porque atrae monoci t o s , 
sino tam bi én porq ue estimul a el crecimient o de las cél ulas en dot eliales y las 
célul as del músc ul o liso vasc ula r (Luttun y cols., 2002 b). También se han 
des crito otros factore s de cre cimie n t o invol ucra dos en el crecimien t o 
colater a l , como aFGF, bF GF y PDGF- B B (Carm e l i e t , 2003) . Sin embar g o, el 
VEGF tien e much a menos efic iencia en el crecimien to colatera l que en la 
angiogén es is de capila res (Helisc h y Schape r, 2003). 
 
3 . Vascul o g é n e s i s 
La vasc ul ogénesis es la formaci ón de vasos sanguín e os a partir de 
célul as progenitora s de las célul as endoteliale s. La vascul ogén es i s 
contribu y e al crecimi en t o de los vas os no sólo en el embrión, como se creí a 
hasta hace poc os añ os, sin o también en tejidos isq uémi co s , malignos o 
inflam a d o s del indivi d u o adulto (Carme l i e t , 2003). 
En el embr ión, las cél ulas en dot eliales prov ienen de los angi obl as t os 
(Mikkola y Orkin, 2002) (Fig ur a 11). En cambi o, en el indivi duo adulto 
provi enen de las células prog eni t oras endoteli a l e s , de mesoangio b l a s t o s , de 
célul as pr ogenitora s mult ipote n ciales o de las lla madas “si de popul ation 
cells” , todas ellas produc i d a s por la médul a ósea (Lut t un y cols. , 2002 a; 





Figura 11 . Esquema del desarro l lo vascula r embrio n a r io . Se indican las cé lulas 
que se dife re nc ian sucesivame nte , y las estructuras que forman. Los proce sos que 
culminan en la formació n de l plexo capilar primitivo son de no minados 
vasculo gé nic o s , y los angiogé ni co s son aquello s en los que se desarrol la n los vaso s 
de finitivos.  
 
3.1. Regulación de la vasculogénesis 
Existen numeros as señales cel ulares que hacen diferenciarse a las 
célul as progenitoras de las célul as en dot eli ales, y por lo tant o cont r i buy en 
al crecimie n to vas cul ar; entre ellas se enc uentran el VEGF, PlGF, Ang -1, 
prot e í n a s inhibi d or a s de la dif er e n c i a c i ón , citoq ui n a s . . . (Gerber y cols. , 
2002; Hattor i y cols. , 2002; Lyde n y cols, 2001; Luttu n y cols. , 2002 a). 
El origen de las célul as en doteli ales de las vena s y las arterias no es 
el mism o. Estudi os genéticos recientes han dem ostr ado la exi stencia de 
señale s que control an el origen arterial o venos o de las célul as en doteli ales. 
La vía de Notch , con sus lig an d os y rece pt or e s, pro m u e ve cél ul as 
endotel i a l e s arteria l e s y reprime las ven os a s. El gen Sonic Hedge h o g , VEGF , 
y la vía de señalizaci ón de Gri d lock inter v i e n e n en esta ruta (Laws on  y 
cols. , 2002; Zhong y cols. , 2001) . 
 
4 . Regresión de vasos 
La regresión de vasos es un mecanism o fisiol ógic o que tiene lugar 
cuan do la vasc ulat ura en un teji do está for mada por un número exc esiv o de 
vas os. Sin embargo, la regresión an or mal de los vas os sanguín eos 
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contrib u y e a la patogén e s i s de algun as enferme d a d e s . La reti rad a de los 
estímul os angiogéni c os es caus a de la reg r esión de los vas os, espe cialm en te 
cuand o todav í a son inmad ur o s (Dor y cols. , 2002).  
 
4.1. Regulación de la regresión de vasos 
El flujo es generalme n te el factor que deter mina si los nuev os vasos 
forma d os persi s t e n o regres a n . Bajo la influe n c i a de vari os facto r e s 
(metal o p r o t ei n a s a s matric i a l e s , PDGF - B B , bFGF, integ r i n a s , NO) el fluj o 
sanguín eo estimul a la hiper plasi a de las célul a s en dot el i a l e s y del múscu l o 
liso vasc ul ar e induc e la reorganizaci ón de las uni ones en dot eliales y la 
depo sici ón de matr iz extr acel ul ar . Por lo tant o, una perf usi ón adec ua da 
contribuye a la maduraci ón de los vas os , mientras que un a perfusi ón 
insufi c i e n t e causa su regres i ó n (Boudi e r , 1999).  
Los pericit os tambi én determin a n la sus ce ptibili da d de los vasos a la 
regresi ó n . Una vez que los vas os se rodean de pericit o s , se hacen resiste n t e s 
a la regres i ó n in duci d a por la falta de  oxígeno. La liber aci ón de PlGF o 
VEGF con PDGF -BB produce maduraci ón de los vas os y causa su 
persiste n ci a y estabili d a d (Luttun y cols ., 2002 b). Sin embarg o , si se rom p e 
la asociaci ón endoteli o- pericitos se des enc aden a la regresión de los vasos 
(Benja m i n y cols., 1998). 
Los inhibi dores de la angiogén es is también contrib u y e n a la regresi ó n 
de los vas os. La TSP-1 inhi be la angiog én esis a trav és de efect os directos 
sobre las células endotel i a l e s y efectos  in direc t o s acti van d o o moviliz a n d o 
factores de crecimient o (Vailh e y Feige,  2003). Cuan do los nivele s de VEGF 
son baj os, la Ang- 2 desenc aden a la regres ión de los vas os (Hol ash y col s., 
1999) . Los inter f e r o n e s supri m e n los efect os angiost á t i c o s porq ue reduce n 
la expr e si ó n de bFGF y VEGF. Los macr óf ag os cont r i b u yen a la regr esión de 
los vasos porque liber an TGF- β1 (Sch on f e l d , 1996). Entr e otros inhi bi d or e s 
también se enc ue n tran algunas qui mioq uina s, receptor es sol u bl es, 
antagonist as de la coagula ción, molé cul as que se une n a los componentes 
de la matr iz extracel u l a r , prote i na s a s y proteínas pl asmáti c as (Carmeli e t , 




Figura 12. Mantenimiento/regresión de vasos.  Los vasos neoform a d o s 
re qu ie re n facto re s angio gé n i co s y arte rio gé n ic o s para su madu ra ció n y 
mante nimie nto. El flujo es un factor crítico para el mante nim ie nto de l vaso . 
Cuando los factores angiogé nicos y arte riogé nic os son insuficie ntes y en 
camb io predominan los factore s inhibidore s de la angiogé nesis, los vasos 
neoforma dos pe rmanece n desnudos y frágile s , por los que son muy sensibles a 
la ruptura producie ndo hemorrag i as. Estas condicio ne s favo rece n la reducción 
de l flujo y la regre s ió n de l vaso (modif i ca do de Carme l ie t, 2003 ) . CE: cé lula s 
endote liales. MEC: matriz extrace l ular. MLV: músculo liso vascula r. 
 
5 . Reparació n de heridas 
L a formac i ó n de vasos sang uí n e os nuev os a part ir de los 
pree xistent es (angi ogé nesis) es fundament al en los proces os de reparaci ón 
(Fol kman y Shing, 1992). Los nuev os vasos participa n en la for maci ón del 
tejido de granulación provi sion al y apor tan oxíg eno y nutrientes al tejido en 
reparaci ón. Ademá s, las cél ula s que partici pan en la inflamaci ón , requieren 
la interac c i ó n y la tr ansmi g r a c i ó n a travé s de la membr a n a basal de las 
célul as en doteliale s de los vas os para llegar al tejido dañado.  
La repara c i ó n de todos los teji dos del organism o se lleva a cabo 
siguien d o los mism os pr oce sos , y salv o pequeñas diferenci a s, con la 
part icip aci ón de los mism os media d or e s . Nosotros elegimos para nue stro 
estudio la reparaci ó n de heridas cutáne a s , per o casi la totalida d de los 




5.1. Fisiología de la piel 
L a pi el es el órgan o vit al más ext en so, más del g ad o y uno de los de 
mayor rele vancia del organism o. Se enc uentra en forma de una lámi na 
des pleg ad a , que cubr e la totali d ad de la  super f i ci e corp or al y se cont i n úa 
con los ori f icios nat u rales a tra vés de las semim uc os as y muc o sas. Pos ee 
estructura s especial mente ada ptadas que le permi t en cum pl i r con sus 
múltipl es funcion es (Ta bla 1), que son esencial e s para mantener la 
home osta si s y, en consec uenci a, para la pr opia supervi vencia. Compren den 
proc es os tan divers o s com o la protec ción  de agente s externo s , la reg ulaci ó n 
de la tem peratura, la síntesi s de impor t antes sus t ancias químic as y 
hormon as, y la exc r eción de agua y sales. Ade más, la piel contien e 
recept ores sensitiv os que hacen que sea el principal órgano sensorial. La 
piel está com puest a por dos láminas prin cipa l e s : la más externa y fina, 
llama d a epide r m i s , y otra, más inter n a y gruesa, den omina da dermis. Por 
debaj o de la dermi s se enc uent r a una capa subc ut áne a, laxa, ric a en grasa, 
que se den omina hi po der mis (Fig ur a 13). 
 
 





T a b l a 1. Funcio n e s de la piel y elemen t o s consti t u t i vo s partic ip an t es 
Funci ón           Elemento s partic i p an t es 
B a rre ra . Prote cc ió n contra : 
- partícu la s física s - agente s químico s 
- radiac io ne s ultrav i o le ta s 
- antíge no s (inmuno p ro t e c c ió n ) 
- agen te s biol ó g ic os (bacte rias , etc.) 
 
 
capa córnea - pelos 
me lano citos - capa córnea – pelos 
cé lulas de Lange rhans - que ratinocitos  
capa córnea - célu las de Lange rhans - pH 
ácido - descama c ió n epidé rm i ca - 
secre c ió n glandu lar sebáce a - desecació n  
Prese rva c ión de l med io inte rno : 
- pre ve nció n de pé rd ida de agua, 
electro l i t o s y macromo lé c u la s 
- almacenamie nto hidroe lectrolítico 
 
capa córnea - glándula s sudoríparas 
ecrinas  
de rmis 
Absorció n de agresiones físicas exte rnas: 
- pre sió n - golpes  
- elasticid ad y movimie nt o s cutáne o s 
 
dermis - hipo de rm is  
dermis - hipo de rmis 
Te rmorre gu la ción vaso s sanguíneos - glándula sudorípara 
ecrina (e vaporación de sudor) - 
hipode rmis (aislante ) 
Sínte s is de vitamina D que ratinocitos 
Captació n de sensac iones ine rva ción cutáne a 
Expresió n de emocione s vaso dila t a c ió n (ve rgüenz a ) . - 
vasoconstricción (te mor)-sudor (ansie dad) 
Lubrica c ió n de la supe rfic ie cutáne a gl ándula sebáce a - glándula sudorípa r a 
ecrina (e mu ls ió n) 
Pre nsión de rmatoglifos - glándula sudorípara ecrina 
- uñas 
Roce en pliegue s pe lo s 
Rese rva nutricional y ene rgé tica hipode rmis 
Olor glándu l a sudoríp a ra apocrin a 
Cicatrización de rmis - epide rmis - folículo pilo so 
 
5.1.1. Epidermis 
La epi derm i s está con stituida, de la  prof un did ad a la super f icie, por 
las cap as basal , espin o sa, granul osa y córn e a, que no son más que 
distintas formas de una mism a célul a (que ratinocito), que en su proc es o de 
maduraci ón ascen de nte (evol uc i onan do hacia un a muerte pr ogramada), se 
va diferen ciando y adq uiere morfol ogía s y funci o nes particulares has t a 
llega r a forma r la capa córne a , const i tui da por corneocitos, que son cél ula s 
muertas con gran contenid o en quer ati n a . Los queratin o c i t o s posee n 
distinta s estructu r a s de uni ón entre ellos, siendo las más important e s los 
des mosom as. El tiem po de trán sito des de la cél ula basal al cor neocit o y su 
des pren di miento final (de sca m ación), es de unos treinta día s. La epi der mis 
en su tot alida d des empeña una funci ó n fundam ental de protec ción y 
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defens a ; tanto por la contin u a form a ci ó n de quer at i n a, com o por los 
mecani s m o s inmun es que allí se gene ra n (produ c c i ó n de interl e u q u i n a s , 
factores de crecimi ento, moléc ul as de adh e sión, etc.). Tam bién in terviene en 
la síntesis de vitamin a D.  
E n t r e las célula s de la capa bas al se intercal a n los melan oc i t o s (un 
melan ocito cada di ez célula s basale s), células den d ríticas que produc en 
melanina, de acción protector a contra  las radia ci on e s ultravi o l e t a s . La 
melanina, conteni da en peq ueñ as organel as cit opl as máticas denomina da s 
melan os om as , es transferi d a a los quer atin o c i t o s , ubicán d o s e sobre el 
núcle o para preserv a r al ADN de la luz sol ar. En la zona supra bas al de la 
epi dermis existe un a red integra da por las célul as de Langerhan s, tambi én 
den dríti c a s , que act úa n com o cél ulas prese nta d o r a s de antígenos . Otro tipo 
celul ar ubicado sobre la mem brana bas al son las célul as de Mer kel o 
célul as neuroen d ocri nas de la piel. 
La epi der mis se comunic a con la dermis a través de la membra n a 
bas al. Est a lámin a de estr uct ur a fibri l a r compl e j a , es ondula d a para 




La dermis está con stituida por tejid o conj untivo laxo com p uest o por 
fibr as de colágen o (95% del mater i al fibrila r ) y elasti n a (menos del 2% del 
mater i a l fibr i l a r ) , susta n c i a funda m e n t a l amor f a y célula s . Los fibr o bl a s t os, 
las célul as más abun dantes, se observ an como cél ulas fusiform es de núcle o 
claro y dan origen a las fibras y a la susta n cia funda mental.  E n la dermi s 
también se enc uent r an otras célul as, com o mac r ófagos y mastocitos 
intermed i a r i o s de las reacci one s alérgica s e inflama t o r i a s . La dermis es 
atravesa d a por vasos sang uín e o s , vas os li nfáti c o s y recept or e s sensiti v os . 
Contien e los an exos cutáne os y dese mpeñ a una fun ción pr otec tora, pue s 
representa la segun da línea de defensa con t ra los traumatis mos . Provee las 
vías y el sostén nec es ar i o para el sistema vasc ul a r cutáne o y con stit u y e un 
enor me depó sit o pote ncial de agua, el ect r ol i t os y sangr e . Está forma d o por 
dos capa s funcion al y meta bó licament e dist int as: la papilar , o dermis 
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superio r , es una zon a de tejido cone cti v o laxo cuya s fibras colágen a s y 
elástica s se disponen en forma perpend i c u l a r al epite lio , determ i n a n d o la 
formaci ón de papil as que contac tan con la parte basal de la epi d ermis. En 
este nivel se enc u entran recept ores de presi ón superfic ial o tact o 
(cor p ús cul os de Meis sner ). La capa retic ul ar , o dermi s prof und a , cont iene la 
mayor í a de los nexos de la piel. Está  cons tituida por tejido con ectivo con 
fibras elá sticas que se dis p onen en todas las dire cci ones y se ordenan en 
forma com pacta, dan do resiste n cia y ela sticida d a la piel. Pose e fibras 
mus cul are s lisas que correspon den a los mús cul os erectores de los pelos 
(Pope , 1998) . 
 
5.1.3. Hipodermis 
La dermis se cont i n úa en prof undi da d con la hipo der mi s . La 
hipodermi s o grasa subcután e a esta integrad a por lobula cio n e s de tejido 
adipo s o (acúm ul o de adipo c i t os ) , sepa r a d o s por tabi q ue s conj u n t i v os , por 
don de tran scurren los vas os y nervios. Ti en e funci ón de reserva nutrici o n a l 
y energétic a, de prote cción contr a pr esi ón y traumat i s mos y de aislamient o 
del frío. 
 
5.1.4. Anex os de la piel 
L a s glán dula s sudorípa r a s ecrina s pos een un glomér ul o secretor y un 
con ducto excret or que des e mbocan directa m e n t e en la epidermi s . 
Partici p a n en el metaboli s m o hi drocl o r a do, en la term or r e g ul a c i ón por la 
eva pora c i ó n del sudor y en la humect a c i ón de la superf i c i e cután ea .  
Las glán dula s sudoríp a r a s apocrin a s pos een un gran lóbul o secreto r 
y un con duct o excret o r dérmic o que d ese mboca en el folícul o pil os ebá ce o.  
Las glán dulas sebá ceas dese mbocan en el folíc ulo pil os o y su 
secreci ón posee capacidad bacteriostát i c a , fungis t át i c a y de emulsi ó n 
lubrica n t e en superfic i e (junt o con la secr eci ón acu osa de las glánd ul a s 
sudor í par a s).  
Los folíc ul os pil os os presentan en pr ofun didad un ensanch a miento 
den omina do bul bo, donde se encuentra la matriz (de impor t a n t e activ i d a d 
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mitótica ) que rodea a la papil a (estru ct u r a cone ctiv o - v as c u l a r - n e r v i o s a ) . En 
superfic i e el pelo emerge a trav és de un orific i o . Tienen fun ció n pr otec t o r a 
de las radi acion es ult r aviolet a s (cuer o cabell u d o ) , de la luz y got as de sudor 
(cejas y pestañas), de filt ro (nariz , oreja) , partic i p a n reduci e n d o la fricci ó n 
entre plieg ues y contribuy e n en la perce p ció n de estímulos táctiles . Las 
uñas, al igual que los pelos, están co nsti t ui d a s por querat i n a dura, pero a 
diferencia de ellos, cr ecen de manera cont inua e indefinida formando un a 
lámina de querati n a de creci mi e n t o horizo n t a l . Proteg e n a la falange 
terminal de los dedos y cola bora n en la prensión. 
 
5.1.5. Irrigación de la piel 
La circ ulac ión arterial cután ea ti ene aspect o ar borifor me, con la copa 
hacia la superfici e . Los vas os arteria l e s provie ne n de las arterias 
mus cul are s que ascie n den a través de la hipodermi s para form a r un prim e r 
ple xo prof und o subd ér mico (en la unión derm ohip o dér mic a) y luego un 
segun do plexo superfic i a l a nivel su b pa pi l ar (am b os uni d os por vaso s 
com unic an t es perpen dic ulares a la superficie cután e a), don de forman una 
red dens a de capil ares con proy ecci ón hacia las papilas dérmi cas , 
constitu y e n d o una importan t e microcir c ul ac i ó n en ese área, en cargad a de 
nutrir a la epi derm i s que es avasc ul a r . Esta circ ul a ci ó n arteri a l tam bié n 
nutre a todos los element o s constit u t i v o s de la piel e interv ie n e en la 
term or r e g u l a c i ón (vas odi l a t a c i ón para perder calor y vas oc on s t r i c c i ó n par a 
conser v a r l o ) , colabo r a con la regula c i ó n de la presió n arteri a l y posi bi l i t a la 
respuesta inflamatori a (mecani s mo de def ensa). En con dici one s bas ales, 
están activ os entre el 10 y el 20% de los vasos dérmic o s . 
La circ ulac i ó n venosa que drena la sangre cutáne a , se reún e en tres 
ple xo s: un o super f ici al subp apil ar , uno intermedi o localiza do en las partes 
medi a s de la dermi s retic ul a r y uno prof un d o subdé r m i c o.  
Los vasos linfáticos nacen en la parte alta de la der mis en forma de 






La piel es muy rica en terminacion es nervios as sensitiva s, que 
con ducen los impuls os por vías aferen te s hacia el sistema nervioso central. 
Las termin acion es de tipo libre de epi der mis y dermis son capa ces de 
recon oce r frío, calor, dolor, pr urito ,  y las que rodean a las estruct u r a s 
pilosas tienen fun cion e s mecan or e c e p t o r a s . Las termina ci o n e s tip o 
recept ores enca ps ula dos (Mei ss ner, Pa cci ni , Ruffini y Krause) intervi e n e n 
en la sens ación de tacto, presi ón y mecan orec e p c i ón . Toda esta importan t e 
inervaci ón, hace de la piel un órgan o sens orial de primer nivel, con 
funcion es tanto pr ote ctoras, por captar est ímul os pot encialm ente dañin os, 
com o vinc ulada s a la relaci ón con el medi o exterior. 
El sistema motor esta integr a d o por fibras eferen t e s simpát i c a s. Las 
de tipo adren é r g i c a s (y en menor gra do las coliné r g i c a s ) interv i en e n en la 
contracci ón del mioepiteli o de las gl ánd ul as sud or í par as apo cr i n as, del 
mús cul o erector del pel o y en la vas oc on stricción arteriolar; las de tip o 
coliné r g i c a s inerva n a las glándu l a s sudorí p a r a s ecrina s. 
 
5.2. Secuencia de even tos en la reparación 
de heridas cutáneas  
C o n si d e r a n d o que toda herida es una puerta abie rta por la que 
pueden penetrar cuer pos extrañ os y gé rme n es y salir líqui dos orgánico s , su 
cierre es una nece s i da d urge nte para el organism o.  Tr a s una agresi ó n 
externa , la repara ci ó n de los tejidos se lleva a cabo por dos proces os 
diferent e s e interrela c i o n a d o s , cuy o bal an ce determi n a r á la respuesta final 
del organis mo. La cic atrización es el pr oce so por el cual se gene ra un nue v o 
tejido sin las fun cion es del teji do original mientras que la regen erac i ó n es el 
proc es o que implica la crea ción de teji do nuev o idénti co al prim ario, y que 
permite la cons erv a c i ó n de la función . 
La curaci ón de las heridas cutá neas comprende una larga secuenci a 
de fenómen o s íntima m e n t e relaci o n a d o s  entre sí, induci d o s por medi ad o r e s 




F i g u ra 14. Fases de la cicatr iz a c ió n de herida s cutáne a s . A. Daño . B . 
Coagu la c ió n. C . Inflamació n temp ra na (24 horas). D. Inflamació n tard ía (48 
horas). E. Prol i fe ra c ió n (72 horas ) F . Re mo de lado (seman a s , incluso mese s) 
(modificado de Beanes y cols., 2003). 
 
5.2.1. Fase temprana: hemostasia e inflamación  
Tr as pr oducirse la herida, en el foco de la lesión se encuentra n el 
tejido total o parci a l m e n t e desvi t a l i z a do s , sangre extrav a sa d a , cuerpo s 
extrañ o s y gérmen e s (Figur a 14A). La res p uesta local frente a est as lesion es 
es el desa rrollo prog resivo de un esta do de inflam ación aguda que va a 
cumpli r dos objeti v o s : limpie z a del foco traum á t i c o y acum u l a c i ón del 
materia l neces ar i o para la reparac i ó n . El fenómen o inflama t o r i o ag udo 
consta de dos fase s integrad a s : en pr imer luga r, se produce un a 
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vas oc on s t r i c c i ó n tran sit o r i a produci d a en gran parte por la liberac i ó n de 
tromb ox a n o A 2  (TX A 2 ) de las plaqueta s . La vasocon s t r i c c i ó n , junto con la 
formaci ón de coág ulos ricos en fibrina (como conse c uenci a de la activaci ó n 
de la casc ada de la coag ula ci ón) y la agregación plaq uetaria ayudan a 
manten e r la hemost a s i a (Figur a 14B).  
Inmediata me n t e des pués de esta vasocons t r i c c i ó n se produce un a 
vasodil at a c i ó n activa y un aumento de  la perme a b i l i d a d vascu l a r media d a 
por histam in a , quinin as , y prostagla n d i n a s funda m e n t a l m e n t e . La filtr a c i ón 
de pla sma provo ca un ede ma inter st i ci al rico en proteína s, anticuer pos, 
com ple men t o, agua y electrolitos, pr oduci éndose un a atmósfer a biol ógic a 
ade cu ad a para el desar r ollo de los próxi mos fen ó meno s de repar aci ó n . 
Ademá s de esta res puest a vascul ar , la respu e s t a infla m a t o r i a tambi é n 
produce movimi entos cel ulares hacia la zona lesi ona da, que coi nciden con 
la vasodi l at aci ón . Media dor e s en zimá ticos loc ales (derivados del 
com ple me n t o , histamin a , prosta gl a n d i n a E 2  (PGE 2 ), leucotr i e n o s , TNF- α, 
produ ct os de la degr a daci ón de la fibr ina, PF- 4, PDG F, TGF- β. . . ) produc e n 
fenóme n os de margin a c i ó n , adh ere n c i a y diapéd e s i s de los neutró f i l o s , qu e 
son las pri meras cél ulas que aparecen en  el foc o traumá t i c o (Martí n , 1997) 
(Figura 14C). Los neutrófi l o s comi enza n la lisis y fagocitos i s de los 
gérmenes contaminan tes y de los cuer po s extr a ñ os. Adem á s , los neut r óf i l o s 
produce n citoqui n a s proinfl a m a t or i a s que sirven de señales tem p ran a s para 
activar a los fibrobl a s t o s y querat i n o c i t o s loc ales (Hubn er y cols., 1996). La 
reacci ón de limpi eza leuc ocitaria es co m ple ta d a y post erio r m e n t e sustitu i d a 
por los macrófag o s (Figura 14D). Los monocit o s son atraído s hac ia el tejido 
daña do mediante di ferentes factores (fi brone ctina, colágen o, elastina, 
trombina y TGF - β). Una vez en el espaci o extrava sc u lar se adhi eren a la 
matriz extrace l u l a r y se activan gr acias a IL-2, al interferon (I FN)- γ deriv a d o 
de los linfocitos T, a los estím ulos proce de n t e s de los microor g a n i s m o s 
implic ados y a PDGF. Una vez activados,  los macrófag o s fag ocit a n residuo s 
com o bacte r i a s y teji do necróti c o al tie mpo que secreta n diferen t e s enzimas , 
com o elast asa s y cola genas a s , para d esint e g r a r el tejido lesi on a do (Brown , 
1995) . Los macr óf ag o s prepar a n el te rr e n o para el proc e s o repa r a d or , ya 
que consti tuyen una de las pr incipal es fuentes de citoq uinas que está n 
implica d a s en la cicat r i z a c i ó n , favoreci e n d o la prolif er a ción de fibr obl ast o s y 
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la síntesis de col ágen o. Entre estas citoq ui n as desta c an TNF - α, PDGF, IL-1, 
el factor de crecimi e n t o tipo in sulin a (I GF)-1 , TGF- α y β y FGF (Singe r y 
Clark, 1999; Mart í n , 1997) . 
 
5.2.2. Fase intermedia o proliferativa: fibroplasia, 
angiogénesis y epitelización 
Mientras va cedi en do el proces o infl a m at or i o los movim i e n t os 
celul ares en el foc o traumát i co contin úan con la aparici ón de los 
fibrobl astos (Figura 14E), célul a s bási cas en la repara ción cuya funci ón es 
sintetizar los dos com pon entes básic os de l tej i d o con e c t i vo: el col á g en o y los 
muc o poli sa cáridos de la susta n cia fun d amental. Son cél ul as que se 
encuen t r a n en el teji do sano perile s i o n a l , y que atraídas por citoq uin a s de 
la fase tempr a n a (PDGF , TGF- β, EGF, pépt ido s de col ágeno y fibr onect ina), 
migran hacia la heri da. Ellos mism os, a su vez, van a ser fuente de otros 
factores que recluten más fibrobl astos y otras cél ulas (Singer y Clark, 1999; 
Mart ín, 1997). 
Los fibr obl astos producen fi broplasi a (pr o ces o de síntesis de las 
fibras que com p onen la matriz extracel ular ) de una manera des o rganizada , 
y que sustitu i r á a la red inicial de fibrina . La síntesi s de col áge n o 
(pro por c i on a l m e n t e el mayor compon e n t e  de la matri z ) aumen t a de maner a 
progresi va hasta la cuarta seman a, mo ment o en el que dismin uye debi d o a 
su destrucc i ó n mediant e cola gen a s a s. Distintos factores af ectan a la 
síntesis de colágen o com o son la eda d, la tensión, la presión arterial y el 
estrés. También alg unas citoq uin a s , como TGF- β, PDGF , FGF y EG F 
influy e n en la fibrop l a s i a . Además de  colá g e n o, los fibr obl a s t os tambi é n 
sintetizan otros com pon entes de la matr i z ext r ace l ul ar , com o son los 
prot e oglica n os (con d r oit i n sulf at o, derm at an sulf a t o, hepar a n sulf at o, 
queratan sulfato y otros, pe ro de ellos el más com ún es el áci do hi aluróni co) 
y fibrone ct i n a . La elastin a no se sinteti z a com o respues t a a la lesi ón y 
marca la diferencia en tre la piel norm al y la cicatri z , puesto que ésta últim a 
carece de elasticidad debido a la ausen ci a de esta proteína (Sing er y Clark, 
1999; Mart ín, 1997). 
Introducción 
55 
De un modo paral e lo, se des ar r olla un proces o de cont r ac ción, 
com ple men t ario a la repara ción, en virtud del cual los bor des de la herida 
se acercan conc éntricamente, dismin uye n do el áre a de gran ulaci ón. Este 
proc es o reduce el tie mpo de cic atrización y las nec es i da des reparativas. La 
tasa de cont r acci ón es depe n di e n t e de la forma de la herida y de la laxit u d 
del teji do y el mec ani smo por el cual se produc e es discuti do, aunq ue de lo 
que no hay duda es de que el miofibr obl a sto ocupa el papel pr otagoni sta. 
Los miofibr obl astos se concentra n en los márgenes de la herida, y actúan a 
modo de esfínter, en un proces o que no depen de de la síntesi s de colágen o. 
Entre las citoq ui n a s que influy e n en este proces o encontram os a TGF - β, 
PDGF, FGF e IFN- γ. 
Paralel ame nte al aumento de fibroblast os, se pr oduc e tambié n 
proli f e r a c i ó n de las cél ula s en dot e l i a l e s (Fig u r a 14E). El daño capil a r gen er a 
un esta do de hipo xi a que pr odu ce la  respues t a angiogé n i c a (Knight o n y 
cols., 1981). Se ha demostra do un aument o en la expresión de VEGF y Ang -
2 en el ini c io de la angiogéne si s en herida s cutáne as , que se mantiene hast a 
que la red vasc ular en la heri da está estableci da. Ademá s se observa un 
primer des cens o en la expr esi ó n de Ang - 1 des pu és de la for maci ón de la 
herida, y un segun do des cens o despué s de la madurac i ón de los vas os. Las 
principales fuentes de VEGF en est e proces o son los que r atinocitos, 
mon ocitos y fibroblast os, mientras que la Ang- 1 es produci da 
funda ment almente por los per icitos (Bl o ch y cols. , 2000). Estos datos 
coinci den con la hipótesis de que VEGF y Ang- 2 in ducen la angiogéne sis, 
mientras que Ang-1 está im plicada en la estabiliz aci ón de los vasos. La 
neoangi ogé nesis se produce a partir de las cél ulas endotelial es de los 
capil ares abiertos, que por pr oliferación constituyen yemas vasc ulares, que 
vienen a aportar el oxígen o y los meta bolit os neces arios. Se for man en est a 
fase num e rosos vas o s inmadur os; después, much os degen eran y sól o 
algun os permane c e n y se estabil i z a n (Zawic k i y cols., 1981). 
La angi ogé n e s i s es un proces o estrech a me n t e rela cio n a d o con la 
hemost a s i a . En la cicatr i z a c i ó n de heri da s, la forma ci ón de coág ulo s ric o s 
en fibrina y la agregació n plaq ueta r i a pre ceden a la formación de nuev os 
vas os. Las pla queta s , cuan do se acti van , liber an algunos factore s 
angi og é n i c os, como VEGF , PDGF , TGF- β, IL-6 y trom bi n a (Car m e l i e t , 2001; 
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Cous sens y Werb, 2002), y esti mulan el crecimien t o y la estabil id a d de los 
nuev os vas os que se desarrollan en la herida por su capaci da d de fortalecer 
las union e s entre las cél ulas endoteliale s y de rec lutar cél ul as murale s 
(Engli s h y cols., 2002). Además , la s plaq ueta s contien en factore s 
antiangiog énico s, como TS P- 1 y PF-4, que juegan un papel impor t ant e en la 
resol uc i ó n de la angi ogé n e s i s , un a vez que la herida se ha cerrado .  
En la fase intermedi a también se produce la re-epi t e l i z a c i ó n de la 
herida (Fig ura 14E), una de las fases fun d amentale s puesto que constituy e 
la regen e r a c i ón de la barre r a de prot e c c i ó n . La epiteli z a c i ó n se consigu e con 
la prolife r a c i ó n y mig r aci ó n de los qu erati n o c i t o s desde los bordes de la 
herida haci a el centro, hasta formar un  epi t elio estratif i c a d o . Estos pr oce sos 
está n cont r ol a do s medi a n t e cito q ui n a s del tipo EGF, TGF- α, IGF, FGF, KGF , 
TGF- β (sól o act úa sobre la mig r ación). Los querat i n o c i t o s a su vez está n 
capacit a d o s para la síntesis de metalopr o t e i n a s a s , que facili t a n la migrac i ó n 
y cuy a secreción cesa cuan do se produce la inhi bici ón por conta cto. 
Finalme n t e , es neces a r i o tener en cuenta que la epi de r mi s neoform a d a no 
es igual a la intacta, puest o que las crest as epi dérm i cas no son visi bles . 
Ademá s, el epitelio es más grue s o en los márgenes de la herida y en la zon a 
centra l del área reepit e l i z a d a (Sin g e r y Clark, 1999; Mart í n , 1997 ) . 
 
5.2.3. Fase tardía: remodelado  
Tr as unos vein t e días de cicat r i z aci ón , la acum ul a ci ó n de colág e n o se 
estabil i z a . Su síntesi s se regul a a través  del pr opi o coláge n o de la matriz, 
IFN- γ, TNF - α y TGF- β . En estos mom ento s la fuerza tensil que es capaz de 
soportar la cicatriz es apr oxi madame nt e de un 15% respec to a la pie l 
normal. A partir de este mom en t o se produce el rem odela do de la matriz, es 
decir , la agreg a c i ón y reor ie n t a c i ón de  las fibr as de colág eno (Figur a 14F ). 
Este pr oce so, que puede durar varios mes es, es el responsa ble del aument o 
en la fuerza tensil, hasta alcanza r el  80%, siendo éste el máxi mo esperabl e . 
El colágen o de nuev a síntesis presenta algunas dife rencias (or ganizaci ón, 
tamañ o de las fibr a s , densi da d, solubi l i da d . . . ) con respe c t o al colág e n o de la 
piel norma l . Para conseg u i r el remode l a d o de la cic atr i z entran en juego 
numer osa s enzimas del grupo de las metalopr otein asas matriciales con 
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activi d a d colage n ol í t i c a , así como ot ras en zimas com o la hial uron i d a sa . 
Estas enzi mas están influencia das por diferentes citoq uinas como TGF- β , 
PDGF, IL-1 y EGF. Con este pr oc eso se ob ti enen res ultados vi sibl es com o el 
cambi o de text ur a , grosor y color de la cicat r i z (Sing e r y Clark, 1999; 
Mart ín, 1997). 
 
5.3. Regulación de la cicatrización de 
heridas cutáneas  
Los pr oce sos de reparaci ón están regula dos por una serie de 
citoq uina s (Ta bla 2), alguna s de las cuales tienen funcione s si milare s , de 
forma que no está cla r o qué fact ores son críticos en cada proces o implic a d o 
en la cicatri z a c i ó n y respons a b l e s de su activac i ó n . 
 
T a b l a 2. Citoquin as implic ad a s en la cicatr iz ac i ó n de herida s cutánea s 
Factor Origen Función 
P DG F Plaque tas , macró fa go s , endo te l io , múscu lo liso vascu la r 
Prolife ració n fibroblástica, 
quimio taxis, activación de 
neutrófilos y macrófagos, 
angiogé ne s is 
TGF- β 
Plaque tas, neutrófilos, linfocitos, 
macró fa go s , fibro b l as to s, 
que ratino c i to s 
Prolife ració n fibroblástica, 
quimio t ax i s , angiogé ne s is 
indire cta.  
TGF- α Macrófagos activados, plaque tas, que ratino c i to s 
Prolife ració n fibroblástica y 
epite lia l 
IGF Plaque tas, plasma 
Prolife ra c ió n epite lia l y 
fibroblá stica, formación de te jido 
de granulació n. 
IL-1 Macrófagos, linfocitos 
Prolife ració n fibroblástica, 
libe ració n de colage nasas, 
quimio taxis 
TNF Macró fa g os , masto c i to s , linfocitos T Prolife ració n fibroblástica 
FGF Macrófagos, glía 
Prolife ra c ió n epite lia l y 
fibro b lástica, depó sito de matriz, 
contrac c ió n y angiogé ne s i s 
IFN- γ Linfoci to s , fibrob l a s to s 
Inhibición de la síntesis de 
coláge no y  prolife ració n de 




6 . Endoglina 
6.1. Estructura y caract erísticas moleculares 
L a endogl i n a (CD105 ) es una glicopr o t e í n a homodi m é r i c a de 
mem br ana de 180 kDa que fue des cu bier t a a media d os de los años 80 con 
el anticue r po mon o clonal 44G4 contra célul as li nfoblá stica s hum ana s 
(Quac ken b ush y Leta r t e, 1985; Quac ken b ush y cols. , 1986). La endoglina 
se identific ó originar i a m e n t e en el endote lio vasc ula r human o donde se 
encuentr a en altos ni veles (Gougos y Le tar t e, 1988 a). Se expr es a de form a 
constitutiv a en cél ul as en doteli ales de capilares, venas y arterias (Li, D. y 
cols. , 2001; Cheif e t z y cols. , 1992) y en célula s cont ráctiles como las del 
mús cul o liso vasc ul ar (Ada m y cols., 1998) y célula s mesangi ale s 
(Rodr í g ue z - B a r b e r o y cols . , 2001 ) . Tambi é n se ha ident i f i c a d o en otros tipo s 
celul ares com o macrófagos acti vados (Las t r e s y cols. , 1992), trof obl a s t o s 
(Krus e y cols . , 1999) , fibr obl a s t os (St- J a c q ues y cols . , 1994) y otros tipo s 
celul ares aunq ue en menor gra do. 
En su estr uct ur a, si milar en un 71% a la del betagli cano (Cheif et z y 
cols., 1992), pose e oli gosa cáridos uni dos a las caden as peptí dic as a través 
de enl ac es N-as parragina y O-seri n a/treonin a que constituy e n 
aproxim ad a m e n t e el 20% del peso total de endoglin a (Goug os y Letarte, 
1988 b). La glic o pr ot eína tiene un dominio citopla smát i co de 47 
aminoáci d o s , un dominio tran smem b r an a únic o de 25 resi duos y un 
dominio extr acelular de unos 561 amin oá cid os (Chei f et z y cols. , 1992). La 
isoform a descrita cor r esponde a la en dog lina larga (L-endoglin a) aunq ue 
existe otra isoforma con el domini o citopl asm átic o más corto, de 14 
aminoáci d o s , den omi n a d a endogli n a cort a (S-end o g l i n a ) (Goug o s y Letart e , 
1990; Bell ón y cols. , 1993). Mediant e téc nicas de immun o blo t en célul a s 
endoteliale s sólo se ha cons eg uido det ectar la L-endoglin a, lo que sugi e r e 
que es ésta la forma predo m i n a n t e (Li y cols. , 2000).  
Se ha desc rito que el dominio extrace l u l a r de endogli n a interac c i o n a 
con TGF- β 1 y con ot ros compone n t e s de la superfam i l i a de TGF- β como 
TGF- β3, acti v i n a - A, BMP- 7, y BMP-2 (Bar b a r a y cols. , 1999; Chei f e t z y cols. , 
1992). Est a uni ón requi ere la expresi ón de los recept ores señalizantes 
Introducción 
59 
(Bar b a r a y cols . , 1999; Le ta m e n dí a y cols . , 1998 b) , que form a n compl e j os 
heteroméri cos con en doglin a (Ya mashita  y cols. , 1994 ; Zhan g y cols. , 1996) , 
lo que in di ca que est a proteín a podría esta r involu c r a da en la transd u c c i ó n 
de la señ al de TGF - β. 
El domi n i o cito pl as m át i c o de amba s isof or m a s está 
constit u t i v am e n t e fos f ori l a d o en residu os serina- t r e o n i n a , aun q ue el niv el 
de fosforil ación de L-endoglina es bastan te may or que el de S-endoglin a 
(Lastre s y col s., 1994). Reci ent e m e n t e se ha dem ostr a d o que esta 
fosfori l a c i ó n consti t u t i v a de endogl in a es debida al T β R -I I , 
const i t ut i v a m e n t e activ o (Guer r e r o- E s t e o y cols. , 2002 ). La uni ón de TGF- β 
a endoglin a produce una reg ul ación a la  baja de la fosforil a c i ó n , lo que 
sugiere un posi ble papel en la señalizaci ón cel ular o/ y un a asoc iación con 
otras prote í nas del cit opl asm a (Lastres y col s., 1994). 
En el domi n i o extr ace l ul ar de la endog l i n a human a se encu en t r a la 
sec uenc i a argini n a - g l i c i n a - á c i d o aspárt i c o (RGD) (Ch eif e t z y col s., 1992). El 
pépt id o RGD es una estr uct u r a recon oc i da por in tegr inas que se ha 
encontra do en pr oteí nas de la matriz  extrac e l u l a r com o la fibrone ct i n a , 
vitron e c t i n a , factor von Willeb r a n d (vWF ), colágen o I y fibrinó g e n o (Lawler y 
cols. , 1988; Ruosl a h t i y Piers c h b a c h e r ,  1987) . El hall a z g o del pépt i d o RGD 
en la endoglina sugir i ó que ésta podía pa rticipar en proc es os de adh esi ón 
celul ar a través de integrinas. La adhesi ón celul ar ha sido implica da en 
proc es os com o la hemosta sis, trombosi s e inflamación, fenóme nos en los 
cual es el endoteli o juega un papel mu y impor t a n t e (Lawl e r y cols., 1988; 
Ruosla h t i y Piersch b a c h e r , 1987). Sin embarg o no se han enc ontr a d o las 
posibl es in tegrinas que puedan inte raccionar con la sec uenci a RGD de 
endogl i n a (Goug os y Letart e , 1990; Lastre s y cols., 1992). 
La endogli n a de ratón es simila r en un 72% a la endogli n a humana , 
per o car ec e de la secuen ci a RGD (St -J ac q ues y cols. , 1994). Las reg i on e s 
mejor con serva das de endogli n a son los domini os cit opl a smátic o y 
transmem br ana, con un 95% de ident i da d entr e las formas human a y de 
ratón, lo que sugi ere que el dom inio cit opl a sm át i c o puede int er ac ci on ar con 
otras proteín a s intrace l u l a r e s in vol uc r adas pr obabl emen t e en la 
tran s du c c i ón de la seña l de TGF- β (St-J a c q ue s y cols. , 1994). 
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6 . 2 . Funció n 
La endogli n a forma parte del com plej o de rece ptor es de TGF - β y 
exist e n traba j os in vitro , que demue stran que reprime la señ al de este fact or 
de crecimi en t o en varios tipos celul are s (Li y cols., 2000; Lastres y col s., 
1996; Leta m e n dí a y cols . , 1998 b; Díez - M a r q ue s y cols . , 2002; Obre o y 
cols. , 2004 ) .  
Pero la endoglin a tam bién puede encontr a r s e indepen di e n t e m e n t e en 
la mem br ana cel ula r . De hec ho, sol am ent e un pequeño porcenta j e de 
endoglina expresa da en la superficie celular se halla uni da a TGF- β 
(Cheif e t z y cols. , 1992) . En algun os trab aj os se ha suge rido que la endoglin a 
pued e ten e r funcion es inde pen di ent es a la modul aci ó n de la señ al de TGF-
β. Por ejem plo , la sobreexp r e s i ó n de en dog lina afecta a la morfol ogía y a la 
adhesión celular en la ausencia de TGF- β (Guer r e r o - E s t e o y cols. , 1999) . 
Ademá s, en célula s endoteliale s la endog lina regula la organización del 
citoe s q u e l e t o (Conl e y y cols. , 2004; Sa nz - R odr í g ue z y cols . , 2004) , prot e g e 
frente a la apopt osi s produci d a por la hipoxia (Li y col s., 2003) y estimul a la 
fosfor i l a c i ó n de JNK-1 (Guo y cols. , 2004).  
 
6.3. Mecanismo de acción 
Sobre el mecanis mo de acci ón de endogli n a se con o ce todaví a muy 
poco. Com o hem os visto, se une a ligan dos (TGF - β u otros factores de 
crecimient o), cuy os rece ptores son serin a - t r e o n i n a quinas a s . La unión de 
endoglina a su lig ando req uiere la pres enci a de al menos el rece ptor II, y en 
el caso de BMP-7 tambi én del rece pto r I (Barbara y cols., 1999). Si n 
emb ar g o, la unión de los rec ept or es con endog l i n a no alter a su afin i da d con 
el ligando. Una posi bil i da d es que la endogli n a act úe presentando el ligan do 
a los rece pto r e s . Com o la endo gl i n a reprim e la señal de TGF- β, es posi bl e 
que con esta pre se n tación se consig a un bloq ue o de los recept ores 
señal i z a n t e s (Duff y cols. , 2003). Gu er r e r o- E s t e o y cols. (200 2) han 
propue s t o un mode lo de inte rac c i ó n de endogli n a con el com plej o de 
recept ores de TGF- β: la L-en d o g l i n a puede unirs e a T βR -I y T β R -I I en la 
aus encia de TGF- β, per o la interacción con cada rece ptor es diferente 
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(Figura 15) . El T βR I sól o intera c c i o n a con endogli n a cuando su dominio 
quina sa está inactivo, mientras que T β R-I I interaccion a con endoglina baj o 
sus dos formas, acti va e ina ctiv a . La expresi ó n de endogli n a inhibe los 
niveles de fosforila ción de T βR-I I , y aumenta los de T β R-I , lo que produce un 
incr e m e n t o en la fosfo r i l a c i ón de Smad 2, pero no de Smad 3. Como Smad 2 
puede interaccion ar con múlti pl es fact ores de transcri pci ón, coa c t ivadores y 
supres ore s , su fosforila c i ó n perm ite in tegrar múltiples señale s que modul a n 
la transcripci ón de much os gen e s. De esta manera, la endoglina modul a las 
funcion es de TGF - β interaccion ando con T βR I y T β RI I y modif i can d o la 




Figura 15 .- Interacc ión de 
endo gl i n a con los recepto r e s 
quinas a T βR-I y T βR-II.  La 
endoglina se asocia con T β R - I I a 
través de dos inte raccione s , una 
en el dominio cito p la sm á tic o y 
otra en el extrace lu la r. Con esta 
asociac ió n , el T β R-I I quinas a 
fosforila a endoglina y ade más 
aumenta el nive l de fosforilación 
de T β RI , que a su vez fosfo rila a 
Smad 2. La endoglina tambié n se 
asocia con T β RI a través de tre s 
inte racciones, una en el dominio 
citopla s má t i c o y dos en el 
extra ce lu l a r. Con esta asoc i ac i ó n , 
el T β RI quinasa fosforila a 
endo glina y el dominio 
citoplasmá tico de ésta se libe ra 
de su unión al re cep to r. Estas 
inte racciones modula n la 
se ñalización de TGF- β 
modificand o el nive l de 
fosforilación de las Smads 
(modificado de Gue rre ro-Esteo y 







6.4. Regulación de la expresión  
E l promot or de endog lina (2. 6 kb) no conti ene cajas de ini ciaci ó n de 
la transcri p c i ó n , com o TATA o CAAT. Sin embargo , tiene dos regione s rica s 
en GC rec onoci d a s por Sp1, et s, GATA, AP-2, NF- κ B, Mad, así como por 
element os de respue s t a a TGF- β (Rius y col s., 1998). La endoglin a tiene una 
distrib u c i ó n celul ar relativ a m en t e restrin g i d a . Los niveles bas ales de 
transcrip c i ó n req uier en los fact ores ets y Sp1, per o la restricción de la 
expresi ón que ocurre por ejem plo en las célula s endoteliale s, invol ucra a 
much as region e s de regula c i ó n (Graul i ch y cols., 1999). 
El TGF- β aumenta la expresi ón de endoglina , lo que requier e los 
factores Sp1 y Sma d 3 y/o 4 (Botell a y cols., 2001). También se ha 
dem ostra do que la hipoxia es un potente estim ula d or de la expresi ón del 
gen de endoglin a en células endotel i a l e s , siendo este efecto pote ncia d o por 
TGF- β (Sán che z - E l s n e r y cols., 2002). 
 
6.5. Endoglina y telang iectasia hemorrágica 
hereditaria  
El gen que codifica para endogli n a se encuentra en el brazo largo del 
crom os om a 9 (9q3 4) (Fer nánd ez- R uiz y col s ., 1993). Las mutacio n e s en este 
gen son respon sa bles de una alter ación vas cular con oci da como 
telan g i e c t a s i a hemor r á g i c a heredi t a r i a de tipo 1 (HHT-1) o síndr om e de 
Rendu - O s l er - W e b e r (McAl l i s t e r y col s., 1994) . Las mutac i o n e s que se han 
ident i f i ca d o están dis t r i buid as por todo el dominio exter n o de endoglin a, y 
parec e que esa s mutacione s producen formas trun cadas de la proteín a 
(Pec e- Bar b ar a y cols . , 1999; Paqu et y cols. , 2001; Shovlin, 1997). Los 
indivi du os afect ad os por la enfe r meda d (1: 10 0 00) pre sent an un a redu cci ó n 
en los nivel es de endoglina (hapl oin s uf i c i e n c i a ) con res pect o a los indivi duo s 
sanos (Paquet y cols. , 2001; Pece y cols. , 1997; Shovl i n y cols. , 1997; 
Galli o n e y cols., 1998).  
La HHT- 1 es una displ asi a vasc ul ar autos óm i c a domi n an t e asoci ad a 
en la mayoría de los pacient es con frecuentes epista xia s, sangra do s 
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gastroi n t e s t i n a l e s y telangie c t a s i as en la  piel y las muc osa s. En el 15-20% 
de los casos, la enferme da d curs a adem ás con malformaci on es 
arterioven osas en el cerebr o, el pul món y el hígado (Guttm a c h e r y cols, 
1995; Shov l i n , 1997; Shov l i n y Leta r t e , 1999) . A nive l micr os c ó pi c o, las 
lesion es vascul ares de la HHT- 1 se carac t erizan por la dilata ción de las 
vénul as postcapil ares que se conectan dir ectamente con las arteriolas, con 
lo cual los capil ares desa parec en (Fig ur a 16) . A estas alt er aci on e s hay que 
añadir un engrosam i e n t o de la pared de  los vasos con infiltración de célul as 
mon onucl e ar e s y prolifera c i ó n de las cél ulas del mús cul o li so vasc ula r 
(Braver m a n y cols., 1990). Los síntom as de esta enfermeda d indican la 
importanci a que tien e la expres ión de  unos niveles correctos de endoglin a 
en el manteni m i e n t o de la integ r i d a d  de la vasc ulat u r a (Bour d e au y col s. , 
2000 a), pr oce so en el que TGF- β intervie n e como un potent e regul a d o r (Li, 
C. y cols., 2001). Aun que no se conoce la función espe cífica de endoglin a en 
estos proc esos, es evidente que está relacion ada con el mec anism o de 
señal i z a c i ó n de TGF- β ya que mutaci on es en el gen ALK- 1, altamente 
expresa do en célul as endoteliale s, pr od uc e n otra enfer m ed ad (HHT- 2) con 
alteraci o n e s similare s en los vasos (Johns on y cols., 1996).  
El mecanis mo exact o de las an ormalida de s vasc ulares de la HHT no 
se conoce todaví a (van den Driesc h e y cols. , 2003; Lamou i l l e y cols., 2002; 
Goum ans y cols., 2002). No obstan te, parec e ser que se produce un 
des control en el balan ce entre el creci mient o de los vasos y su maduraci ón, 
el cual caus a la fusi ón del ple xo capilar en vasos caver nos os y la 
hiperd i l a t a c i ó n de vasos largos (S riniv a s a n y cols., 2003) (Figura 16). 
La gener a c i ón de raton e s heter oz i g ot os para endog l i n a ( Eng+/- ) , los 
cual es sólo tienen un alelo para la proteína, ha permitido el des arrollo de 
un modelo exper i me nt al de HHT-1 (Bou r dea u y cols. , 1999; Bour d ea u y 
cols., 2000 b). En oca sion e s , est os ani male s pres ent a n las manifes t a c i o n es 
clínica s de la HHT  ( Bo ur d ea u y cols. , 1999; Bour d eau y cols . , 2000 b; 
Satom i y cols . , 2003; Tors n e y y cols . , 2003 ) , lo que indic a que los nive l e s de 
endogl i n a en el endote l i o son crític o s para el manten i mi e n t o de la 
estructu r a y la funci ón vasc ula r . El enten dim i e n t o del papel que jueg a la 
endoglina en la funci ón en doteli al es deter m i n a n t e a la hora de encon t r a r 






Figura 16 : Proceso de formac ió n 
de una telangie c ta s i a  (modificado 










6.6. Endoglina y angiogénesis 
V a r i a s líneas de invest i g a c i ó n han puesto de manifiesto la funci ó n de 
endoglina en la ang iogéne sis, en el des arrollo car diovas cul a r y en el 
remodel a d o vas cul a r (Fonsa t t i y cols., 2001 ; D uf f y cols. , 2003 ) . La 
expresi ón de endoglina en las líneas cel ul ares pres e n tes en la vasc ulat ur a 
(endotelio, múscul o li so vascular y fibrob l a s t o s ) así como la asoci ac i ó n de la 
HHT- 1 con la expr esión reduci da de esta prot e í na (Mar c h uk, 1998 ), 
sugieren que los nive les de endoglina en estos tipos celul ar e s son crític os 
para su funci ón. Adem ás, la endoglin a se sobre e xpre sa en el endote lio 
cuan do está activa d o (dañ ado ) , donde se la ha inv olucr a d o en múlti ple s 
respuesta s celul ares . La expr e sión de endoglin a se regula durant e el 
des ar r ollo del corazó n (Vincent y cols. , 1998; Qu y cols. , 1998; Arthur y 
cols., 2000) y aument a durante la formaci ó n de los tabiq ues y las válv ulas 
cardia ca s (Qu y col s., 1998). También se  ha encontrado un inc r emento en 
la expresi ón de endoglin a en tejidos en los que se está producien do 
angi og é n e s i s (Wan g y cols . , 1994; Krup i n s ki y cols . , 1994; Rulo y cols . , 
1995; Seon y col s. , 1997; Kuma r y cols., 1999), pr obable m e n t e a través de 
un mecani s m o medi ad o por la hipoxi a (Sánch e z - E l s n e r y cols., 2002). 
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Igualme n t e se produc e  un a aten uaci ón de la angiog én esis in vitro cuan do se 
inhibe la expresió n  d e endog l i n a ( L i y cols., 2000 ). Por otra parte , se ha 
com proba d o reciente m e n t e que la S-en dogli n a actúa como dominan t e 
negativ o frente a la L-endogl i n a en angi ogé n e s i s y otr os fen óm e n o s (Pérez -
G ó m e z y cols., en prensa ) . 
Pero la funci ón cr ucial de endogli n a en la angiogé n e s i s y la 
morfogén es is vasc ular se puso de manifie sto con los embri on es knockout  
para en dog lin a , los cuale s mue r en entre los días 10-11.5 de gestaci ón por 
deficien cia s en el des arrollo vas cular y car diac o (Bourdea u y col s., 1999; Li 
y cols. , 1999; Arthur y cols. , 2000). Los an imales knockout  sufre n fall os en 
el pr oce so de rem o dela d o del ple x o vascul ar pri mit ivo, con lo que se 
originan unos vasos maduros muy fr ágiles que se rompen producien d o 
hemorragia s internas. Estas deficien cia s vas cul a r es indic a n que la 
endog l i n a inter vi en e en el proce so de form aci ón de los vasos sang uí n e o s 
maduros. Los embriones knockout  pres e n ta n también malfor m a c i o n e s en 
las válv ula s cardia ca s y en la tabica ción del corazón, ademá s de edem a 
pericar diac o, indic an do que la endoglina también desem peñ a una fun ción 
impor t a n t e en el desa rrollo cardi aco. 
Recien t e m en t e Lebrin y cols. (2004) han propue s t o un model o de 
regulaci ón de la angi ogénesis a través de endoglin a. Según este modelo la 
endoglina es neces aria para que se pr oduz ca señaliza ción a trav és de ALK -
1. Como hemos visto anterio r m e n t e , el TGF- β 1 pue de estim ul ar dos tipos 
distint o s de recept or I, con efectos opu e stos en las células en doteliales. La 
señaliz a ci ó n a través de ALK- 5 produ ce inhibici ón de la proli f eración y 
migración celul ar, mientras que la señalización a tra vés de ALK-1 induc e 
prolife r a c i ó n y migració n de las célul as en dote l i a l e s . Est os aut ore s 
propon en que la expresión de endoglina es la que regula por qué vía se 
produce la señaliz a c i ó n . Así, en ausenci a de endogli n a la señ al 
predomin a n te se produce a través de ALK - 5, lo que mantiene quies cente el 
endotelio. Cuando la expresi ón de endogl ina es alta se estimula ALK- 1 e 
indir ect am ent e se inhibe la vía de ALK- 5, pr om ovi end o la angiogéne si s 
(Fi g ur a 17) . Ademá s Blanc o y cols. (2 00 5) han demos t r a do la int er a c c i ón de 
endoglin a con ALK -1. Seg ún este grupo, el dominio extrace l u l a r de 
endoglina contribu y e a la c ooper aci ó n funci ona l entre TGF- β y ALK-1. Por el 
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contrar i o , la endoglin a parece in terfe r i r en la señ ali z a c i ó n a través de TGF-















AngiogénesisEndotelio quiescente  
 
F i g u ra 17.- Modelo de regulac i ó n de la angiogé n es i s a través de endogl i n a . 
En ause ncia de endoglina la se ñalización de TGF- β se produce a travé s de 
ALK-5, lo que mantie ne el endote lio quiescente . Cuando la expre sión de 
endoglina es alta, la señalizació n de TGF- β se produce a travé s de ALK-1, lo 
que promueve la activación de l endote lio (modific ado de Lebrin y cols., 2004). 
 
6.7. Endoglina y tumores 
La noción de que la angi ogé n esis es crucial en el creci mie n to y 
progresi ón de los tum ores, así como la  dem ostraci ón de que la endoglin a se 
sobree xpre sa cuan do el endote lio está pr oliferando y su funci ón en la 
formaci ón de los vasos, sugieren que la endoglina pue de tener relevanci a en 
el diagn óst ico, pron ós t i co y terape ú t i c a de las enferme d a d e s cancerí g e n a s 
(Fons a t t i y cols. , 2001; Duff y cols. , 2003 ) . Ade m á s , vari os autor e s han 
dem ostra d o que la expresi ón de endo glina se encuentra muy aumentada en 
la vasc ulat ura de tumores sóli dos (B urr o w s y cols. , 1995; Wang y cols. , 
1993; Th or pe y Burro w s , 1995) . De hech o, en los vasos de teji d os adult o s 
no malign o s, incluyen do lesion es pren eoplá sicas, la expresi ón de endoglina 
es much o más débil que en los vas os de los tum ore s y con fre cuen cia se 
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restring e a los capila res (Wang y cols . , 1993; Fons a t t i y cols . , 2000) . En 
estudios realizados en célula s en dote li ales proc edente s de vasos tumorale s 
se ha enc ontrad o una correla c i ó n entre el aum en t o en la expre sión de 
endogl i n a y la prolif e r a c i ó n , sugiri endo que la supresi ón de endoglin a 
podría usa r se como inhibido r de la angiogéne s i s tumoral (Mill er y cols. , 
1999) .  
La relaci ón de endogli n a con los tumore s no se debe única men te a 
los proc es os de angi ogéne sis, puest o que se ha comproba do que ciertos 
tipos de célula s tum orales expresan en doglina. Est e es el caso de los 
melan om a s (Altomo n t e y cols., 1996), cori oca r c i n om as (Letam e n d í a y cols ., 
1998 b) y tum ores de origen hemat opoyético, en con creto de linaj e s 
mon ocít i c o s (Last r es y cols. , 1996; Harut a y Seon, 1986) y de linf ocit os B 
(Zhang y cols., 1996). El papel de endoglina en estas cél ulas se ha 
relacion ad o con la modula ción de la  res p ues t a anti pr o l i f e r a t i v a de TGF- β. 
La pér did a del efect o antipr olif e r at ivo de TGF- β es un punto clave en el 
des arrollo de much os proc es os tumoral es (Serra y Mose s, 1996). En este 
sentido se ha relaci ona do la sobree xpre sión de endoglin a en célul a s 
mieloi de s tum orales con la pérdida del efecto antipro l i f e r a t i v o de TGF- β 
(Cala br o y cols. , 2003 ) . 
 
6.8. Endoglina y procesos de desarrollo y 
reparación 
A p a r t e de los tum ore s sólidos , se ha enc o ntr a d o sobreex p r e s i ó n de 
endoglina en célul as endoteli ales de embriones, tejidos en cic atrización, 
tejid o s infar t a d o s , psori a s i s , artri t i s  reumatoi de, ateroescl erosis, nefritis 
cróni c a … (Roy- C h a ud h ur y y cols . , 1997; van de Kerkh of y cols . , 1998 ; 
C on l e y y cols. , 2000; Rulo y cols. 1995; Szeka n e c z y cols. , 1995) . Algun a s 
investigaci ones recien tes de nue stro labora torio han puest o de manifiesto el 
papel de la endoglina en la modula ción de la fibr o sis que se prod uc e en 
proc es os de enfermeda d renal progresi va (Rodrígue z -Peñ a y cols., 2001; 
Rodr íg uez- Peña y cols . , 2002). Otros aut or e s han dem ost r ad o la implic aci ón 
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de la endog l i n a en otros proce s os  fibr ót i c os (Lea s k y cols . , 2002; 
Dharma p a t n i y cols., 2001). 
La expresi ón de endoglina en fibroblast os y célul as estromal e s de 
divers os tejidos abrió div ersa s líneas de investig a c i ón para busc ar una 
posibl e fun ción de esta pr ot eína en pr oce so s de desar r ollo y repa r ación (St -
J a c q ues y cols . , 1994 ; Robl e d o y cols . , 1996; Rokhl i n y cols . , 1995; Qu y 
cols. , 1998) . Esta prote í n a puede estar implica d a en la regul ac i ó n de la 
prolif e r a c i ó n y migrac i ó n en respue s t a a miembr o s de la famili a de TGF-
β ( S t - J a c q u e s y col s., 1994). En este sen tido, se ha dem ostr ad o que la 
incubaci ón de cél ulas estromal es humana s de médula óse a con anticuerpos 
anti-endogl i na aum en t a su prolif e r a c i ó n (R okhl i n y col s., 1995).  
 
6.9. Endoglina y óxido nítrico 
E l óxido nítrico (NO) es una de las molé culas más estudia da s desd e 
los últim os veinte añ os, debi do a las múltiples fun cion es fisi ológi cas en las 
que está implic ado. Fue desc ubierto por Furchg ot t y Zawas ky (1980), los 
cual es lo denomin ar o n factor rel aja n t e deri va d o del en dote l i o (E DRF) , y más 
tarde se ident i f i c ó como NO (Palm e r y cols . , 1987; Igna r r o y cols . , 1987) . El 
NO es un agent e vas odi l at ad or que re gul a el ton o vascul ar y por tanto la 
presi ón arteri a l . Adem ás se le han atri bui do otras fun c iones que incluyen la 
regulaci ón de la con t ractilidad card i a c a , la trans m i s i ó n de señ al e s entr e 
neuron as, la formaci ó n de mem o ria a corto plaz o, la eli minaci ón de agente s 
patóg enos com o bacterias y parásit os, la reduc ción de la agregaci ón 
plaquet a r i a y el aumento en la adh esi ó n de leucoci t o s a las célul as 
endotel i a l e s , entre otras (L owens t e i n y cols . , 1994; Monc a d a y Higg s , 1993 ; 
Poss y col s . , 1995). 
La biosín t e s i s del NO está catali z a d a por la óxi do nítric o si ntas a 
(NOS) (I gna r r o, 1996; White y Marle t t a , 1992) , un a enzim a oxi dat i v a que 
sintet i z a este gas a partir de L-argin i na (Palmer y col s. , 1988) (Figur a 18). 
Existen al menos tres isoform as di stintas de la enzima, codificadas por 
otros tantos gene s: la NOS inducibl e (i NOS ) , cuya sín t esi s permi t e que los 
macrófag os produzc a n el NO n ecesari o para que se desenca den e n 
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determina d as reacci ones inmunológi ca s ; la NOS endote l i a l (eNOS) , que 
produce el NO que rel aja la mus culat ura de los vas os sanguín eos; y la NOS 
neur on al (nNOS ) que produ ce el NO que inter vi en e en la comun i c aci ó n 
int er cel ul a r . Tan t o la eNOS endot el i al com o la nNOS son con st i t ut i v a s 
(Shulz, 1995). Un a vez sint et iz ad o, el NO difun de rápi dam e nt e dent r o y 
fuera de la célul a, ya que no pue de ser almacen ado en ningún 
com partim ento cel ula r , actuando durante un tiem po muy corto y en un 
peq ueñ o volumen de tejido (L ow enstein y cols., 1994). Por este motiv o es la 
enzima que lo sinteti z a , la NOS, la qu e est á som et i da a una reg ul aci ón muy 
estrec h a : por el niv el de calci o intra cel ular en el cas o de las isoforma s 
constitutiv as y por citoq uinas y endot o xinas en el cas o de la isofor ma 
inducib l e (Shulz, 1995). 
 
Figura 18. Relajació n depend ie n te del NO derivado del endo tel i o . Los 
nive le s de calcio intrace lular aume ntan en la cé lu la endote lial por la 
acción de un age nte A (acetilcolina, se ro tonina, sustancia P, 
bradiq u i n i na … ) que se une a su rece pto r de membrana (R) o bie n por un 
efecto mecánico como el “she ar stress”. El calcio  activa la calmodulina, 
que a su vez activa la NOS, una oxige nas a que usando L-arginina como 
cosu stra t o , sinte tiz a NO. El NO difunde a las cé lu las del músculo liso 
vascular donde activa la guanilato cicl asa, que sinte tiza GMPc a partir de 
GTP. El GMPc inic i a el proce so de re laj a c ió n del múscu lo liso vascu la r. 
 
En el cas o del en dote li o , el NO sintetiz a d o difun de hacia las cél ulas 
del músc ul o liso vasc ular ady ac ent e (Figur a 18). Den t r o de ellas , se une al 
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hierro de la enzi m a guanila t o ci clas a , activán d o l a para cataliz a r la 
producci ó n de guanosin monof osf a t o cí cli co (GMP c) a par t ir de guano si n 
trif osf at o (GTP). El GMPc posee activi da d de seg un d o mensaj er o, y activa 
diferentes proc es os biol ógic os. En este cas o produce dilata ción en las 
arterias, ejerciendo su funci ó n a través de una casca da de pr oteín as 
quina sas que reduc en el calci o in tracel u l a r modul and o los canale s de calci o 
de la membr a n a celul a r y el retícul o sarcop l ás m i c o (I gnar r o y cols. , 1981). 
Ademá s de NO, el endotelio vasc ular segrega otras sust anci a s 
vas oactiv as , entre las que se incluyen la prostaci cl ina (PGI 2 ), el factor 
hiper p olar i z ant e deriv ad o del en dot eli o (E D HF) y la endot elin a. El NO y PGI 2  
se com port an como relajan t e s del músc ulo liso vasc ula r , mientra s que la 
endotelina 1 actúa como un pot ente vaso c o n s t r i c t o r . Se ha  demos t r a d o que 
la expresi ón de eNOS y endoteli na 1 se incrementa en proces os com o la 
repar a c i ón de herida s por la acción de TGF- β1 . Como la endogli n a es un 
com p onent e del sist ema de rece ptores de TGF - β, capaz de modul ar 
respuest a s espe cífi c a s a este factor de crecimiento, es posi bl e que una 
expresi ón reducida de endoglin a pu e d a rom per el balan ce de secre ción 
endot el i al de vaso di l at a dor e s y vasoc on st r i ct or e s, predi s p on i en do al 
organism o a una dilataci ó n de los vas os sang uín e o s . Recien t e m e n t e , en 
nuestro laborat orio se ha demostra do que la expresi ón reducida de 
endoglina va asoci ada a una reducci ón en la expre sión de eNOS y en la 
produ cci ón de NO (Jer kic y cols. , 2004). Según estos exper i ment os, la 
end og l i n a juega un papel muy imp or t an t e  en la vasodila t a c i ó n medi ada por 
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Los objetiv os del trabajo fuer on los sig uient es: 
1.  Estudi ar la implicación de en doglin a en la angiogénesis del 
indivi du o adult o.  
2.  I n vestigar los mec anism os celulare s medi ante los cuale s la 
endoglin a partici p a en el proce s o de angi og én e s i s .  
3.  E s t u d i a r la implica c i ó n de endog li n a en la repar a c i ón de herid a s .  
4.  I n vestigar los mec anism os celulare s medi ante los cuale s la 
endogli n a partici p a en los proceso s  de repar a c i ón de heridas .  
5.  A n a l i z a r el papel del óxi do nítrico en la regulaci ó n por endogli n a 






Lo escucho y lo olvido.   
Lo leo y lo recuerdo.   
Lo hago y lo aprendo.   
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1. Materiales  
T o d o s los reactiv os , antígen o s , anticue r p o s , mater i a l e s y equipos 
utilizados en los mét odos que se descr ib e n a contin u a c i ó n , est án recogi d o s 
en los apé ndice s que se enc uent r an al final de este apartado de Materiales y 
métodos.  
 
2. Animales de experimentación 
2.1. Consideraciones previas  
Los pr oce dimient os empl ea dos con los animale s se aplic aron de 
acuerdo a las condi cion e s de experimen t a c i ón y tratamien t o de los ani male s 
de laboratorio dicta das por las sig uien t es institucione s nacional es e 
interna c i o n al e s : 
 Con sej o de Euro pa, public ad o en el Dia r io Oficial N. L358/ 1-
35 8/ 6, 18 de Diciem b r e de 1986. 
 G o bi e r n o Españ ol , publi c a do en el B.O. E . nº 67, pp. 8509- 85 1 2 , 
18 de Marz o de 1988 y B.O. E. nº 256, pp. 31349 -3 1 3 62, 28 de Octu br e de 
1990. 
 Guí a para el Cui da do y Uso de Anim ales de Labor at or i o, 
public ad o por el Inst it ut o Naci o n al de  Sal ud de U.S. A. (public a c i ó n NI H N. 
85-2 3). 
 
2.2. Origen de los animales  
Los ratones hapl oinsuficientes de endogli n a ( Eng+/- )  s e generar on por 
recom bina ción hom ól oga usan do célul as no diferen ciadas (cél ulas madr e) 
embr i onar i as de rat ones 129/ Ola, originada s seg ún el procedi miento 
des cr i t o por Bour de a u y cols. (Bour d ea u y cols. , 1999; Bour d eau y cols. , 
2000 b) y por cruc e con la  cepa C57BL / 6 . Los raton e s Eng+/- d e la 
generaci ón N4 fuer on amabl e mente do n ado s por la Dra. Michel l e Letart e 
(Hospit a l for Sick Childre n , Toronto ,  Canadá ) . Des pué s se cruzaro n de 
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nuev o con ratones C57BL/ 6, en el Servici o de Experi mentaci ón Animal de 
la Univer sida d de Sal amanc a (PAE SA- 0 01 , Salamanc a). 
Para la rea lización de estos est udios se uti lizaron ratones Eng+/-  así 
com o sus hermanos de cam ada control es Eng+/+  de las gen erac i ones N5 y 
N6. Los ratones Eng+/-  no mostraron signos clínicos evi dentes de 
telang i e c t a si a hem orr á g i c a here di t a r i a (HHT), en contra s t e con los de la 
cepa 129/ Ola (Bour d eau y cols. , 2000 b; Torsney y cols. , 2003). El genot i p o 
de cada an imal se det erminó mediante el análisis por reacci ón en caden a de 
la polimerasa (PCR) del ADN aislado de  las colas, utiliz a n d o dos tipos de 
cebador e s que amplifi c a n un fragmen t o de 470 pb del alelo muta do y un 
fragmento de 300 pb del alel o salvaj e res pectiv amen te (Bourde au y col s., 
1999; Rodr íguez- Peñ a y cols. , 2002). 
Los est udi os se realiz aron con ratones de ambos gén eros igual mente 
dist r i b uid o s, de 4-6 mese s de eda d y de un pes o apro xima d o de 20-2 5 g. 
Los experi mentos con los ani m ales Eng+/-  y sus respecti v o s con t rol e s Eng+/+  
s e dis eñaro n en parale lo y se llev aron a cabo sigui end o el mismo protocol o . 
 
2.3. Dieta y condiciones ambientales 
Los anim a l es se mantuvieron en el  animal a r i o del Servic i o de 
Experim e n t a c i ó n Animal de la Univers i d a d de Salaman c a . Allí 
perman e c i e r o n en jaulas don de tenían libre acce so a la comi da y al agua. La 
alimentaci ón fue a base de una dieta está n dar cuyo análisis es el siguient e: 
hume da d 12%, prot e í nas 15.4% , grasas 2. 9%, glúci d os 60. 5%, fibr a 3. 9% y 
miner ales 5.3%. 
Las con dici ones ambi entale s se mantuvi eron consta ntes: 
temper at ur a de 20º C , humed ad ambient al del 60% y fotoper i o do de 12 
horas. Ade más el animalario cuenta con sistemas para la renova ción y 
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3.- Extracción de tejidos  
Para analiz a r la expresi ó n de endogli n a y eNOS en pulmón y riñ ón, 
se sacrificaron alg u nos ani m ales Eng+/+  y Eng+/- . Los ratones se 
anestesi a r o n por inh alaci ó n con isoflura n o / o x í g e n o , se les practicó un a 
lapar otomí a medi a y se extrajer on rápi da mente los riñones y pulm ones. Las 
muest r as de cada teji do se lavar on con soluci ón sali n a tamp on a da con 
fosfat o s (PBS) (NaCl 0.81%; KH 2 PO 4  2.6 mM; Na 2 HPO 4  4.1 mM) con el fin de 
eliminar los restos de sangre. Despué s se congel aron instantáneamente en 
nitróg e n o líqui do y se guarda r o n a -80º C para la poster i o r extrac c i ó n de 
proteína s y ARN. 
 
4.- Ligadura de la arteria femoral 
4.1. Procedimiento quirúrgico 
Los anima l es Eng+/+  y Eng+/-  se an estes iaron por inhalaci ón con 
isofluran o/ oxíg eno y se les rasur ó la pata trasera izq uierda. A continuaci ón 
se realiz ó una peq ueñ a incisi ón a cada ratón más o menos en el centro de la 
cara interna del muslo, a trav és de la cual se aisl ó la arteri a femor a l 
izquier da medi ante dise cci ón roma. Un a vez ais lada, se obstruy ó 
com pl et a m en t e a unos 2-3 mm del ligame n t o inguin a l , median t e un a 
ligadu r a con seda quir úr g i c a (6-0) (Cou f f i n h a l y cols. , 1998) .  Se cerra r on las 
heridas y los ani male s se dev olv ieron a las jaula s, don de se rec u peraron de 
la interve n c i ó n . A las veinticu a t r o hor as de la interven c i ó n , todos los 
animale s estaban completa m e n t e recuper ad o s y no presenta b a n signos de 
necrosi s tisula r . 
 
4.2. Monitorización del flujo sanguíneo  
A los 1, 4, 7, 14, 21 y 28 días de la inter venció n quir úr gi ca se 
monitoriz ó el flujo san guíne o en las patas tr aseras. Par a ell o se volvieron a 
anestesi ar los anim al es con isof lurano y se les ras uraron amba s patas. La 
perfusi ón en la pata se midi ó con un sistema de flujometría por lase r 
Doppler, una técni ca ele ctro- ó p t i c a no invasiv a que permi t e registra r 
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semic uant i t at ivament e el fluj o sanguíne o. Para realiz ar medi da s de flujo se 
col oc ó un a son d a óptica de 0,45 mm de diá met r o perp en dic ular a la 
super f icie de la piel. El flujóm et r o  emite una luz monocr o m á t i c a de rayos 
láser, la cual es trans miti d a a través de la piel y reflej ada por las partícula s 
con las que choca otra vez haci a el flujóm etro. El movimi ento de glóbul os 
rojos produce una frecuenc i a de cam bio de  la luz reflejada (efect o Doppler) , 
mientras que las par t ículas estacion arias no produc en este fenómen o. La 
frecuenci a de cambi o de la luz reflejada o la ausen cia de este fen ómen o, nos 
dan la medid a del flujo sang uíneo. Para cuant i f i car estas medidas de fluj o, 
las variaci o nes en la intensida d de luz ini ci al se transforman en variaci ones 
de volt aje en un rango de 0-10 V. Así, un valor de perf usi ón de 0 V equival e 
a una perf usi ón del 0%, mient r as que 10 V equival e al 100%. Se realizar o n 
entre 20-25 medi das de fluj o en cada pata y el análisis se llevó a cabo 
calc ulan do la perf u sió n media en la pata isq uémi ca, así como en la pata no-
isqu é m i c a que nos sirvió com o control . Con el fin de evitar las variaci on e s 
que se pue den producir con est a técnic a a causa de la tem perat ura o la luz 
ambi ental, los valor es de por centaje de perf usión en la pata izquier d a 
(isquémic a) se refirieron a los de la pata derech a (normal no-i squ é m i c a ) . 
Como perf usi ón sang uínea basa l se tomar o n las medidas realiza das un día 
antes de lle var a cabo la ligadur a de la arteria femoral . 
 
4.3. Inhibición de la síntesis de NO 
Para inhi bi r la síntesi s de NO, los animal e s se trataron con N-Nitro-
L-Ar ginina Metil Éster (L-N A M E) en el agua de bebid a a la dosis de 10 
mg/K g / dí a . El L-NA ME se admi n i st r ó  diariame n t e desde el día previ o a 
practic a r la ligadur a de la art eria femor al , hasta el final del periodo de 
reper f usi ón monit or i za do (28 días tras la ligadur a de la arter i a). 
 
4.4. Extracción del tejido muscular 
En con dici ones bas al es, así como a los cuat r o dí as de pr od u cir la 
isquemia, algun os animales de cada grupo experi mental se sacrificar on 
para rec o ger los mús cul o s aductor e s y realiz ar con ellos estudi os 
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inmun ohis t oquí mic os y para extr aer prot eínas y ARN. Para ello se 
anestesi a r o n por in halac i ó n con isofl u r a n o / o x í g e n o y se extrajer o n 
rápidamen t e los múscul os aductore s de amba s patas (isq u émica y no-
isquémic a). Para los estudios inmun ohist oq uímic os, los tejidos se fijaron 
inmedi at a ment e con formal de hído tam p ona do al 4%. Para la post er i o r 
extracci ón de proteín as y ARN, las muestr as de tejido se lavar o n con PBS 
con el fin de elimi n ar los restos de sangre. Despué s se congelar on 
instan t á n e a m e n t e en nitróge n o líqui do y se guardaron a -80º C hasta su 
uso.  
 
4.5. Extracción de plasma 
Al final del perio d o de reper f usi ó n monit or i zad o (veint ioch o dí as tras 
la isq uemi a) se sacr ificaron al gunos ani males de cada grupo para la 
obten ción de muestras de pla sma. Los animale s se anestes iaron por 
inhalaci ón con isoflur ano/ oxíg en o y se recogi ó la sang re con una jering u i l l a 
previa ment e hepariniz ada por punci ón de la ven a cava en su bifurcaci ón. 
Des p ués se centrifug aron los tubos duran t e cinco minut o s a 11000 g , se 
recogi ó el plasma y se congel ó para la post er ior deter mi n ación de nitr it os.  
 
5.- Heridas cutáneas 
5.1. Procedimie n t o quirúrgi c o y obtenció n de curvas de 
cicatrización 
Los anima l es Eng+/+  y Eng+/-  se an estes iaron por inhalaci ón con 
isofluran o/ oxíg eno y se les rasuró el dors o. A contin uaci ón, se lavó la piel 
con povidona yoda da y a cada ratón se le pr acticar o n dos heridas circular e s 
de apro xi mad ament e 0.5 cm de diám et r o , una a cada lado de la col umn a 
vert ebr al . Con si d er a m os que este es el siti o más idóne o par a real i z ar las 
heridas por la dificult ad del ani mal en  alcan z ar este lugar con la boca, lo 
que podría interfe r i r en el proces o de cicat r i z a c i ó n . Las herid a s se reali z a r o n 
cortando la piel con unas tijera s quir úrgic as. A continuaci ón se colocó un 
plásti c o transp a r e n t e encima de las herida s y con un rotula d o r de punta 
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fina se trazó el área exa cta de las mism as . Despué s de la intervenci ón se 
col ocar on los anim ale s en jaulas independi entes para evitar morde dura s en 
las heri das . Cada dos días se volvi eron a aneste siar con isoflurano y se 
trazó el áre a de cada herida en el plá stic o transpa r e n t e. Cuan do las heri das 
estuvi er o n totalme n t e cerrada s , los tr azados de las áreas se digitaliz a r o n 
para su poster i o r anális i s con el  progr a m a infor m á t i c o para PC Scion Image  
(Scion Cor pora t i on ) . Se expres ó el cierre de cada heri da en el tiempo com o 
porcen t a j e del área de la herida origin a l . 
 
5.2. Inhibición de la síntesis de NO 
P a r a inhi bi r la síntesi s de NO, los anim ale s se trataro n con L-NAME 
en el agua de bebid a a la dosis de 10 mg/ Kg/día. El L-N AME se admini st r ó 
diar iam ent e des de el día previ o a pra ct i car las herida s, hasta que éstas se 
habían cerr ado com pl et ament e. 
 
6. Cultivo de anillos de aorta  
Este culti vo se lle vó a cabo a parti r de model os des critos 
anter i or me nt e (Brown y cols. , 1996; Nic os i a y Ottinet i , 1990; Lee y cols. , 
1999) . 
Previa ment e a realizar los experi mentos todo el material quir úrgico se 
esteri l i z ó , con el fin de manten e r las mayor e s condi ci o n es de higie n e 
posibl es y así evitar la contamin a c i ó n de los cultiv os. 
Des p ués de sacrifica r el ratón medi ante disl oca ción cervical, se 
practic ó la extracci ón de la porc ión torácic a de la aorta y se introduj o en 
sol uci ón de Han ks (Na Cl 138 mM; CaCl 2 · 2H 2 O 1.3 mM; KCl 5.4 mM; 
NaHC O 3  4.2 mM; D-gluc os a 1g/L; Na 2 H PO 4  0.3 mM; KH 2 P O 4  0.4 mM; 
MgSO 4 0.2 mM; pH 7.4) esteril i z a d a y supleme n t a d a con peni cil i n a 500 0 
U/mL - estr ept omi cin a 500 µg / m L y anfoter i c i n a B 25 µg / m L . En la mism a 
sol uci ón de Hanks, que con serv a las cél ul as en doteliales y elim ina posi ble s 
coág ul os residuale s, limpia mos la aorta baj o una lupa de diez aumentos. De 
esta man e ra elimina mos la adventici a. A continuación se realizaron 
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secci one s de la aorta de apr oxi madament e 1 mm de gros or con la ayuda de 
dos hojas de bist urí. Obt uvim os entre sei s y och o anil los de aorta por ratón , 
los cuale s se mantuvi eron en sol uci ón de Hanks. 
En la campana de fluj o laminar vertica l , se colocaro n cubre o b j e t o s de 
20 x 20 mm en pla ca s petr i de 35 mm de diám et r o. Sobr e cada un o de los 
cubres se exten dier o n cuidados a m e n t e 150 µL de Growth Factor Reduced 
Matrigel Matrix  ( Matrigel ) procur an d o obten er una capa lo más homog én e a 
posibl e. El Matrigel ,  que se ext r ae de tum ores Engel breth-Hol m-Swarm,  es 
un gel com puesto por proteína s de la  membran a basal (lamin i n a, colág en o 
IV, entactin a y hepar án sulfato prote ogl i c a n o ) en el cual se han eliminad o 
casi total m ente los factores de crecimiento. Esta cons titución del Matrigel  
permite que las cél ulas endot eliales pu e da n proli f e r a r , migrar y formar 
pse u do ca pi l ar es. En algun os de nuest r os exper i m e n t os se añadi er on al 
Matrigel  alguno o var ios de los siguient e s factores de crecimien t o: EGF (0.7 
ng/mL) , PDGF (12 pg/mL) y TGF- β 1 (0. 6 ng/mL). El Matrigel  se con serva a 
–20º C, a 4ºC es líqui do y a 37º C gelific a . Por este motivo, el día anterior a 
cada exper i m en t o se descon g el ó el Matrigel  a 4ºC y a esta temperat ur a 
(líqui do) se le añadier on los fact ores de cr ecimient o correspon dientes y se 
exten di ó sobre los cubres . Par a evitar la gelific a c i ó n del Matrigel , en este 
último pas o tuvim os la pre ca uc i ó n de man t ene r todo el materia l sobre hiel o 
y las punt a s de pipet a previam en t e enfr iada s. 
Una vez que el Matrigel  estuv o extendi d o sobre los cubres, se secaron 
los anillo s sobre un papel de filtro y co n la ayuda de unas pinz a s cada un o 
de ell os se col oc ó en un cubre , de tal manera que los anill os de aorta 
que dar on embebi dos en Matrigel . General me n t e por cada ratón sacrifi c a d o 
se cultiv aro n seis anil los de aort a. 
A cont inu ación las plac as pet r i se intr oduj er on en un inc u ba dor 
celul ar a 37ºC en at mósfera húme da con 5% CO 2  /95% aire. Tr ansc ur r i do s 
aproxim adamente treinta minutos, un a vez que el Matrigel  se habí a 
gelifi c a d o , se añadier o n a cada placa 3 mL de medio de cultivo , 
aseg urándonos de que todo el Matrigel  queda ba per f e ct am en t e cubi er t o por 
el medi o. La composición del medi o de  cultivo util izado fue la siguiente: 
DME M/ HA M F12 1:1, cont eni en do un 20% de suer o bovino feta l (SBF). En 
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a l g u n os de los expe rim e n t o s , ade más el medio contení a 100 µg / m L de 
suplem ent o para el cr ecimien t o de cél ula s endoteli a l e s (ECGS). 
 
6.1. Seguimiento y cuantificación del crecimiento de los 
pseudocapilares 
C a d a día, a la misma hora, se toma ron fotogra f í a s de los anillos de 
aorta y de los pse u doca pilare s de cél ulas endoteliale s que com enzaban a 
crecer a partir de ellos. Las fotografías se realizaron desde el día 0 (dí a del 
cultiv o) hasta el día 9 (los pse udoca pilare s com enza ba n a remitir sobre este 
día) con una cámara acopl ada a un microsc o p i o inv ertid o de contraste de 
fases (x 40 aum entos). A continuación se digitalizaron las fotograf ías. 
En la cuantif i c a c i ó n del número de pseudo c a p i l ar e s se utiliz ó el 
progr am a para PC Scion Image  (Sci on Cor porati o n), que nos permiti ó 
calc ular el área que ocupa ban los mism os en cada fotograf í a . A 
conti n u a c i ó n , al valor del área obten i d o  se le restó el val or del área del 
anill o de aorta . 
 
7. Obtención de cultivos celulares 
primarios  
Toda s las manipula ci ones con cultivos  cel ul a r e s se reali z a r o n en la 
campan a de flujo lamina r vertic a l y utiliz a n d o materi a l estéri l . Los cultiv o s 
se mantuvi eron en un incuba dor a 37º C en atmósfera húm eda, con 5% de 
CO 2  /95% de aire . 
 
7 . 1 . Cultivo primari o de células endotel i a l e s de 
aorta de ratón 
7.1.1. Extracción de los pseudocapilares del Matrigel 
A partir de los pse udoca pilare s que crecí a n en el Matrigel  (des cr i t o 
anterio r m e n t e ) , obtuvim o s cultivo s prima r i o s de células endotel i a l e s de 
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aor t a de ratón (CEAR ) . La extr acci ón de los pseud oc a pi l ar es se real i z ó el dí a 
noven o después del cultivo del anillo de aor t a. 
En primer lugar, el anillo de aorta se ret iró del Matrigel con unas 
pinzas extreman d o los cui da d os para no arrastra r los pseudoca p i l a r e s . 
Des p ués de lavar con PBS frío, se añadi ero n sobre el Matrigel  500 µL de  
Matrisperse , una soluci ón que des p oli meriza el Matrigel  sin digesti ón 
enzimá t i c a . El Matrisperse  permi t e recoger las cél ulas del Matrigel  evitan d o 
cam bio s bi oq uímic os que las pudier an dañ ar . A cont inuaci ón se separ ó el 
Matrigel  del cubr e con la ayud a de un ras cad or celul ar y se vol có la placa 
sobre un tubo en hielo. Se reco gi ero n en un mismo tubo todos los 
pse u do ca pi lar es proc e dent es de un mism o ratón. Des pu és de dejar reposar 
el tubo duran t e un a hora para permi t i r que el Matrisperse  disol vier a 
com plet a m en t e el Matrigel , se centrifugó a 600g dura n te cinco minutos y a 
4ºC. Con la centrifugación, las célul as que formaba n los pseudoca pilares 
formaron un pellet que se resuspen di ó en medio de cultiv o (DMEM/ HAM 
F12 1: 1; SBF 10%; penicilin a 500 U/ mL - streptomi cina 50 µg / m L ; 
anfot e r i c i n a B 2. 5 µg / mL). Por último, las cél ulas en doteli ales prov enient es 
de cada rat ón se semb r ar on en una plac a petr i de 60 mm de diá met r o. 
 
7.1.2. Seguimiento y condiciones del cultivo 
Las cél ula s endoteli ales que formaban los pse u doca pilares se 
adhirieron a las placa s antes del primer cambi o de medi o. Poste r iormente 
las cél ulas se multiplicaron hasta alca nz ar la confluenci a. El medi o de 
cultiv o se renov ó cada dos días. 
Una vez que las cél ulas estuvi e r on confluentes en las plac as de 60 
mm, se realizó un pas e a una placa de 100 mm usan do el mis m o medio de 
incubaci ón . Cuan do las cél ulas en las placas de 100 mm alcanzaron la 
confluenci a se realiza r on pas es 1:4.  
Obt uvim os así cultiv os primarios de dos tipos celul ares difere ntes : 
CEAR procede n t e s de ratones ha pl oins uficientes en endoglina ( Eng+/- ) y 
CEAR procedentes de ratone s control ( Eng+/ + ). Para evitar la posi bl e 
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v a r i a b i l i d a d interind i vi d u a l , se mezclar o n los cultivo s proc ede n t e s de dos o 
tres ratones ( Eng+/+  o Eng+/- ) cua ndo estab a n en pase 2-3.  
Cada cult i vo primar i o de CEAR se ca ra cte r i z ó en los pas es 3, 6 y 9. 
En la car acteri z a c i ó n se utilizaro n cr iterio s morfol óg i c o s  (for maci ó n de 
mon oca pa s confl uent es con apariencia de adoquin ado y formaci ón de 
pse u doca pi lares cua ndo se siembran en Matrigel ) e inmun ol ó g i c o s 
(expresi ó n del fact or von Willebra n d , PE CAM- 1 , la molécu l a de adhesi ó n de 
las cél ulas vasc ular e s (VCAM), eNOS, VE GF, actina y endoglin a ; también la 
expresi ón negativa de actina de mús cul o li so vasc ular ).  
Los experimentos se realizaron con cél ula s en pase s tempran os (4- 8). 
 
7 . 2 . Cultivo primario de fibroblas t o s de piel de 
ratón 
O b t uv i m o s cultivos primario s de fibr obl a s t o s de piel de ratón (FPR) a 
part ir de un méto d o previa ment e pu bli c a d o (Brad s h a w y cols. , 1999) y que 
se describe a continua ción: 
Todas las sol uci ones utilizadas en el  cultivo contení a n penicilin a 50 
U/mL - estr ept omi cin a 50 µg / m L y anfote r i c i n a B 2.5 µg / m L . Los animale s 
se sacrifica r on medi a n te disloc a ción cer vic al , y a continua c i ó n se rasuraro n 
y se rocia r on con alcoh ol al 70%. Des pués la piel se aisló mediant e 
dise cci ón roma y se incubó con una sol uc i ó n de tripsin a 0.25% en PBS 
estéril. La tripsina se mantuv o durante un a noche en agitación a 4ºC. En la 
cam pana de flujo lami nar, se eliminó la capa epidérm i ca con un as pinza s y 
la dermi s se lav ó con PBS y posterior m e n t e se dig erió a 37º C con una 
sol uci ón de col agena sa 0. 25% en PBS. Des p ués de dej ar actuar a la 
colag en a s a durant e tr es horas, se rec ogió el sobrena d a n t e y se elimina r o n 
los rest os no disueltos que preci pita ron. Por último, se hizo un a 
cent r if ugac ión a 600g durant e tre s minut os, se res us pe n dió el pre cipit a do y 
se sembr ó (medi o de cultivo DME M, SBF 10%, penicili n a 500 U/mL - 
estre pt o m i c i n a 50 µg / m L , anfot e r i c i n a B 2.5 µg / m L ) . Se sembraro n cinc o 
plac as petr i de 100 mm de diám et r o por ratón. 
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7.2.1. Seguimiento y condiciones del cultivo 
A las cuar enta y och o horas, cuan do los fibrobl astos ya se habían 
adheri do a las plac as , se renov ó el medio de cultiv o. Tran sc urridas otras 
veinticu a t r o horas (pl acas confl uen t e s ) se realizó un pas e 1:1. Des p ués el 
medi o fue ren ov ad o cada dos día s. Cuand o las célul as alc an z ab an la 
confluenci a se hicie r on pase s sucesi vo s 1:4 para eliminar las posibl e s 
célul a s con t am i n a n t e s del cultiv o ,  como son los querati n o c i t o s . 
Obt uvim os así cultiv os primarios de dos tipos celul ares difere ntes : 
FPR proc e dentes de ratones haploin sufici entes en endoglin a ( Eng+/- ) y FPR 
proc edente s de raton es control ( Eng+/ + ) . Para evitar la posibl e variabi l i d a d 
inter i n d i v i du a l , se mezcl a r on los cu lt i v os pr oce de n t e s de tres rato n e s 
( Eng+/+  o Eng+/- ) cuan do estab an en pase 2-3.  
Debid o a que estas célul as pier den much as de sus caract er í st i ca s 
con las duplica cion es , se trabaj ó sie mpre en un pas e tempran o: pase 4. 
Ademá s, en cada cul t ivo de FPR en pase 4 se compr obó medi a n te Western 
blot que la relaci ón de endogl ina entre Eng+/+  y Eng+/-  fuera la correc t a 
(aproxim adamente el doble de endoglin a en los Eng+/+  que en los Eng+/- ) .  
 
8. Técnicas básicas en cultivos 
celulares 
8.1. Tripsinización celular 
Las cél ula s endotelia les y los fibroblast os son célul a s adh erentes, y 
tanto para el manten i m i e n t o de la estir pe celul ar como para la realizac i ó n 
de los experimen t o s , las célula s se trans f iri e r o n al material de plástic o 
adecuad o (placas de pocillo s , placas pet r i, cubreo b j e t o s … ) . Se utiliz ó la 
técnica de la tripsini z a c i ó n cel ular para levanta r las célul as adherid a s al 
plástic o y volverl a s a resem br a r . 
Tr as retirar el medio de cultiv o con bom b a de vacío, las célula s se 
lavaron dos veces con PBS para elimina r  compl e t a m e n t e los rest o s de medio 
de cultivo que inacti v a la tripsin a . A contin uaci ón se añadi ó trips i na 0.5 g/L 
- áci d o etilend i a m i n o t et r a a c é t i c o (AE D T)  0.2 g/L dura nt e dos minut os para 
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romper los enlaces que unen las célul as a la superficie de las plac as. La 
acci ón de la tripsina se det uv o con medi o de cultivo, y a continuaci ón las 
célul as se transfi r i e r o n a un tubo qu e se centrif u g ó a 300g durante tres 
minutos. El preci pita do se resuspen di ó en la canti da d ade cuada de medi o 
de cultivo dependi e ndo de su posterio r utiliz a c i ón . Si el experi m e n t o lo 
requería, en este punt o se pr oce d ió al recue n to celul ar. 
 
8.2. Recuento del número de células 
Las cél ula s destina d as a la realizaci ón de los experiment os , se 
contaron despué s de la tripsinización  por micros copi a óptica (micros cópi o 
invert i d o de contra s t e de fases) ut iliz á n d o s e una cámara de Neubau e r . 
Des p ué s de tripsi n i z a r , centri f u g a r y resuspen der las cél ula s en medio de 
cultivo adecuad o , se mezclar on 100 µL de la sus pen si ón cel ul ar con 100 µ L 
de trypa n blue 0.4% en PBS. De esta form a excl uim os del rec uent o aquella s 
célul as no viabl es, ya que sólo in corp oran el col orante las célul as muertas o 
dañada s (que han perdid o la integr i d ad de la mem br a na plas mát i ca). 
 
9. Determinación de nitritos en plasma 
Par a deter minar la concent r aci ón de nitr it os en pla sma se usó un a 
técnica col orimétrica, muy sens ible para los ione s nitrito, basa da en una 
modific a c i ó n de la rea cció n de Griess (Gries s , 1879) y ada pta d a a nuestra s 
con dici one s experime ntales (Val diviel so y cols., 2001). El método se basa en 
que la reacción del reactivo de Gr iess (sulfan i l a m i d a 1% y N-( 1-naf t i l ) -
etilendiami da 0. 1% en ácido ortofo sf óric o 2.5%) con los nitritos es 
cuant i f i ca b l e a 540 nm de longit ud de onda .  
 
9.1. Reacción de Griess y lectura de las absorbancias 
Para llev ar a cabo la reacci ón, se añadi er o n 250 mL del react i v o de 
Griess a 500 mL de mue stra y se inc u bó la mez cla durante qui nce min ut os 
a temp er at ur a ambie n t e. A cont i n uaci ón se leyó la absor ban ci a a 540 nm . 
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Los valore s obtenidos se extra pol aron a una rect a patrón previa ment e 
elabora da con concen t r a c i o n e s conocid a s de nitrito sódic o. 
 
10. Inmunohistoquímica   
10.1. Preparación de los tejidos 
Des p ués de la fijació n con form aldehi d o tamp ona do al 4% duran t e al 
menos vei ntic u a t r o horas, los tejidos se deshi dr a t a r o n en etanol de 
gradaci ón creciente hasta el alcoh ol etílic o absolu t o y poster i o r m e n t e en 
xilen o. Después de la deshidra tación se incluyer on en parafin a en una 
estufa a 60ºC durante veintic u a t r o horas,  con lo que se obtuvi er o n blo qu e s 
que se cortaro n con un microto m o en sec cione s tra nsversal es de 3 µm de 
grosor. Por último , los cortes se de posi t a r o n en un portao b j e t o s . 
 
10.2. Marcaje de las preparaciones 
Los cortes se des para f inaron en xilen o  y se rehidr a t a r o n en etanol de 
gradaci ón decre cien t e. Posteri ormente se lavar on con ag ua destilada 
durante ci nco min utos y a continuaci ón se realizó una digesti ó n enzimáti c a 
de cinco minut o s con pepsi n a a 37ºC segui da de un lavad o de cinc o 
minutos con PBS. Para inhibir la per oxi da s a en dógen a se utilizó agua 
oxig ena da al 3% dur ante diez minutos y nuev ament e se realiz ó un lava do 
de cinc o min ut os con PBS . A cont i n uaci ón se incub ar o n los cor t es un a hor a 
con suero bloque a n t e, para evitar un marcaj e ine s pe c í f i c o. Se retiró el 
exc es o de líqui do que pudier a que dar en las pre par a ci on e s y se incub ar on 
durant e una hora con el anticuer po pri mar io (Ta b la 1). Se realizó otro 
lavado de cinco minutos con PBS, y segui damente los cortes se incubaron 
durant e media hora con un anticu e r p o secun d a r i o “mult i l i n k ” y se volvi ó a 
lavar con PBS cin co minut o s. Post er i or m en t e se incub ar on con un 
anticuer p o terciari o “multili n k ” conj ug ado con peroxi dasa de rában o (HR P ) 
durante media hora y se lavaron de nuevo cinco minutos con PBS. A 
continuaci ón se incubaron cinco minutos en una sol ución de 
diamin obe n cidina que se usó com o crom ógeno y se lavaron con agua otros 
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cinco min utos. Des p ués se real izó una tin ción de contraste de la mue stra 
con hematox i l i n a . Por último se desh i dr a t a r o n los cortes en alcoh ol de 
gradaci ón creciente y se monta r on co n cubr e o bjet o s mediant e el medi o 
específi c o de montaje Ti ss ue- Te k® . 
Se realizar o n los correspon d i e n t e s controle s negativ os (incubac i o n e s 
en aus enci a del antic ue r p o prim ari o ) y un control de revela d o . 
 
Tabla 1. Proteínas anali za das por inmunohi st oquí mica 
Proteína Tejido Anticuer po primar i o 
E n d o g l i na  Músculo AcM de ratón anti- h uma n o , Clon SN6h , 1:400 en PBS 
PECAM (CD31 ) Múscu l o AcM de ratón anti-hu mano , Clon JC70A , 1:40 en PBS 
VEGF Múscu l o AcM de ratón anti- h u ma n o , Clon C-1, predi l u ido 
AcM: anticue rpo mono clonal. 
 
11. Análisis de la densidad capilar 
L a den sida d de los capilare s se cuantifi c ó en las muestras de 
mús cul o esqu elét ic o obteni da s en los día s 4, 14 y 28 desp ué s de pra ct i ca r 
la ligadur a de la arteria femor al , as í como en condici ones bas ales. Los 
capil ar e s se identif i c a r o n por la tinc ión inmun ohi s t o q u í m i c a positiva par a 
PECA M y por su morf ol og í a .  
Se contaron los capilares en veinte campos de cada múscul o 
fotografiados al micr osc o pio óptico co n un objetivo de veinte aumentos y 
una lent e de cin co. Para evit ar la subjeti vida d que puede darse con est a 
técnica , los capilar e s se contaron si em pre por el mis mo observ ad o r en un 
ensay o cie g o al trat a m i en t o. La den si da d capi l ar se expr e só com o el núm er o 
de capilar e s por m ilím e t r o cuadr ad o . 
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12. Inmunofluorescencia 
12.1. Condiciones celulares 
Las cél ula s se sembraron sobr e cubre obj etos de vidrio de 20 x 20 
mm previa men t e horneado s y coloca dos en pla cas de pocill os de 35 mm. Se 
sem braron aproxim a dam ente 4000 célul a s por cubr e y se espe ró al men o s 
veinticuatro hora s antes de iniciar el experiment o, para que las cél ula s 
estuvi eran adheri das. 
 
12.2. Marcaje de las células 
E n primer lugar se retiró el medio de cultiv o de los pocill o s , se lavó 
con PBS y se fijaron las cél ula s con pa raf o r m a l deh i d o (PFA) al 4% en PBS 
durant e di ez minut o s a tem pe r at ur a ambient e. Se retir ó el PFA y se 
realizar o n dos lava dos con PBS con ione s cal cio y magne sio (PBS- CM ) 
(CaCl 2  1 mM y MgSO 4  1 mM en PBS). Entonc e s se permeab i l i z a r o n las 
célul as durante cinc o min utos con una sol uci ón de Tritón X-100 0. 1%, 
albúm i n a séric a bovin a (BSA) 0.2% y azida sódica 0.05% en PBS -CM (Tabl a 
2). A cont inuaci ón se bloq ue ó con suer o de cabr a al 10% en PBS- C M 
durant e tre int a minut os (Tabl a 2). Desp ué s de retir ar la sol uci ón de bloq ue o 
los cubre s se incuba ron durant e cinco mi nutos con NH 4 Cl 50 mM, para 
sec uestrar los restos de PFA, y a continua ción se lav ó dos vece s con BS A 
0.2% en PBS- CM. La incuba ción con el  anti cuer p o prim ar i o (Tabl a 2) se 
mantuv o durante al menos una hora a temperat ura ambie n te y con 
agitación suave utilizando el anticuer p o corresp o n d i e n t e . Tran scu r r i d o el 
tiempo de incuba ción se lav ó dos vece s con PBS- CM y acto segui do se 
incubó durante treinta minutos y en oscuri da d con el anticuer po 
sec undario adec ua do (Tabl a 2) conjug ado con cian ina 3 (Cy T M 3) o Ale x a 
Fluor ® 488. 
Des p ués de la incubación con el anticuer po sec undario se lav ó dos 
vece s con BSA 0.2% en PBS -CM y se tiñ eron los núcle os in c ubando los 
cubres en una sol u ción acuos a 1 µM de Hoechst 3325 8 durant e un os 
segun d o s . En último lugar se montaro n  los cubres en un porta utiliz a n d o 
15 µL de Mowiol 4-88. 
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Tabla 2. Proteínas anali za das por inmunofluores ce ncia 
Proteína Anticuer po primar i o Anticuerpo secund ar i o 
#α-actina 
Faloid ina conjugada con 
Oreg o n Gree n 488, 1:20 en 
PBS a 4ºC 
(inmu no fluore sce ncia dire cta) 
# Actina de 
múscu lo liso 
vascul a r 
AcM  de ratón , Clon 1A4, 1:800 
en PBS 
IgG de cabra anti-ratón 
conjugado con Cy TM 3 , 1:2000 en 
PBS/ IgG de cabra anti- ra tó n 
conjugado con Al exa Fluor® 488 
1:10 00 en PBS 
*Endoglina 
AcM produ ci d o por el 
hibri do m a de rata MJ7/1 8 en 
sue ro de cabra al 2% 
IgG de cabra anti-ra t a conjuga d o 
con Cy TM 3 , 1:10 00 en sue ro de 
cabra al 2% 
Factor von 
Willeb r a nd  
AcP de conejo anti-humano 
1:80 0 en suero de cabra al 2% 
IgG de cabra anti- c o ne jo 
conjugado con Cy TM 3 , 1:1000 en 
sue ro de cabra al 2% 
*PECA M-1 
(CD31) 
AcP de cabra , 1:25 en suero de 
cabra al 2% 
IgG de burro anti-cab ra 
conjugado con Al exa Fluor® 488 
1:50 0 en suero de cabra al 2% 
*La cé lu las no se pe rmeabilizan, ya que se trata de una prote ína de membrana. # No 
es ne cesario el bloqueo. AcM: anticue rpo mono clonal. AcP: anticue rpo policlo nal.  
 
12.3. Análisis de las preparaciones 
D e s p u é s de dejarlas sec ar durante al menos doce horas en la 
osc ur i d ad y a 4ºC, las pre par a cione s se analizaron con un micros copi o 
ópti c o de fluor es ce n ci a conf i g ur ad o con los filt r os de excit aci ón de 
fluores c e n c i a para Hoechst , Cy TM 3 o Alex a Fluor ® 488. Las fot ogr af ías se 
tomaron con un a cámara digit al acopl ada al micr oscopi o de fluore scen ci a 
utilizan d o el pr ograma Vin view  (Roper Scient i f i c ) y se montar o n con el 
progr am a Spot 3.04  (Diagn o s t i c Instru m e n t ) . 
Para obte ner imág enes de secci one s longitudinale s de las 
preparaci o nes, éstas se analizar on  con un micros copi o conf ocal.  
 
13. Western blot 
13.1. Obtención de ex tractos de proteínas tisulares 
Durante todo el pr oce so se traba j ó a 4ºC para evitar la degra dac ión 
proteic a. A cada mue stra (100 mg) de múscul o esq u elético o pulm ón se le 
añadi ó 1 mL de tam pón de lisi s (NaC l 140 mM, AE DT 50 mM, glic e r ol 10%, 
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I g epal CA- 63 0 1%, Tr is base 20 mM, pH 7.5) al que se habí an añadi do los 
inhibi d o r e s de pr oteas a s aproti n i n a (0.1 µg / m L ) y fluoru r o de 
fenilm e t i l s u l f o n i l o (PMSF) (1 mM). A co ntinu a c i ó n se trituró el tejido en un 
hom ogeniz ador y se centrifugó a 20000g  durante veinte minutos. Despué s 
de la centr ifugaci ón se recogi ó el sobr ena d ante (extra cto de prot eínas) y se 
guar d ó a -20º C hast a su usó. 
 
13.2. Obtención de fracciones enriquecidas de membranas 
plasmáticas renales 
Dur ant e todo el proce so se trab ajó a 4ºC para evit ar la degr a d ación 
proteic a. Para la obtenci ón de frac cion e s enriq ue c i d a s de mem bra na s 
plas máti c a s , cada riñón se troc eó sobre hielo sec o y a una muestra (100 
mg) se le añadi ó 1 mL de tam p ón de membrana s (sacar osa 0.25 M, AEDT 
10 mM, Tr is base 10 mM, pH 7) con inhi bi d or es de prot e asa s (apr ot i n i n a 
0.1 µg/mL y PMSF 1 mM). Des p ués se homogeniz ó el tejido con un pott er y 
el lisa d o se cent r i f ug ó dos vece s a 4000 g duran t e diez minut os , recog i e n d o 
cada vez el sobren ada n te. A continua ci ón se centrifugó el sobre n adante a 
21000g a 4ºC dura n t e dos hora s. Se retir ó el sobr en ad ant e con la ayud a de 
una bom ba de vacío y res us pen di m o s el prec ipitado (mem brana s 
plas máti c a s ) en tampón de lisi s . Estas muestras se mantuvier on a -20º C 
hasta su uso. 
 
13.3. Obtención de ex tractos de proteínas celulares 
13.3.1 . Condici o n e s celula r e s 
Para determinar la expresi ón de proteína s celulare s se sembrar on las 
CEAR (800 00 Eng+/+  y 1000 00 Eng+/- ) o los FPR (80000 Eng+/+  o Eng+/- )  e n 
plac as de 60 mm con medi o de cultiv o, SBF 10%. Se dej aron crecer las 
célul as dur ante al menos tres dí as en el caso de las CEAR y dos días en el 
cas o de los FPR. Cua ndo las cél ulas estuvi eron en subc onfluen c ia se lisaron 
para obten er extract o s celul ar e s . 
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1 3 . 3 . 2 . Lisado celula r 
Dur ant e todo el proce so se trab ajó a 4ºC para evit ar la degr a d ación 
proteic a. Para recog e r los extract o s de proteínas cel ulares se lavaron las 
plac as dos vece s con PBS y se lisaron con tampón de lisis que contení a 
inhibid or es de pr ot e asas (pe p st at in a 1 µg/mL, leupe p t i n a 1 µg/mL, 
aprotinina 1 µg/mL, PMSF 1 mM) y fosf atasas (ort ovan adato sódic o 0. 2 
mM). Se añadi e r on 150 µL de tamp ón de lisis por placa de 60 mm y se 
levantaro n las cél ula s con ayuda de un rasca dor. A continua c i ó n , el lisa d o 
celul ar se centrifugó diez minut os a 10000g. Des pué s de la cen t rifugación 
se recogi ó el sobrena dante y se guardó has t a su usó a -20º C. 
 
13.4. Determinación de la concentración de proteínas 
Par a la cuant i f i caci ó n de la cant i da d de prot eí n as total es en los 
extracto s proteic o s se siguió el protoc ol o del Kit comercial col orimétrico de 
Bio- R a d Labor a t or i e s , basa do en el mét od o de Lowr y (Low r y y cols . , 1951) . 
Se utilizó un lector de placas de ELI SA para la determinación de las 
abs orbanci as y los resulta d os se analiza r on con el progra ma K C-Junior  
(BI O- TE K Inst r um en t Inc. ) . 
 
13.5. Preparación de las muestras, electroforesis y 
transferencia 
L a cant i d a d de extr ac t o de prot e í nas analiz ado oscil ó entre 50 y 150 
µg en el caso de los extractos tis ulares y entre 5 y 20 µg en el cas o de los 
celul ares (Ta bla 3). El vol umen corres pon diente se mezcló en proporci ón 1:1 
con tamp ó n de carg a para elect r of or esi s (dode ci l s ul f at o sódic o (SDS) 2% , 
glicer ol 10%, Tris bas e 125 mM, azul de  br om of enol 0.00 05%, pH 6.8; en el 
cas o de querer reduci r las pr oteína s , el tampón de carga conte n í a ademá s 
β-m er ca pt o et anol 1%) . A cont inuaci ón se desn aturali z aron las proteína s a 
100º C durante tres minutos. 
Posteri o r m e n t e las pr oteín a s se cargaro n en un gel de tipo SDS- PAG E 
(dode ci l sulfato sódi c o- g e l de poliacri l a m i d a para el ectro f o r e s i s ) . El gel de 
poli ac r i l a m i d a (acril a m i d a 29.2%; N,  N’- met ilen- bis- acr ilam i da 0.8%) 
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u t i l i z a d o consta b a de dos s ecci one s : una superio r o gel de carga, con un 4% 
de poliacri l a m i d a , y una inferi or o gel separ a d or , con un cont enido de 
acrilami da que osciló entre el 6 y el  15%, depen dien do del peso molec u l a r 
de la prot eí n a est u d i ada (Tabl a 3). La elect r of or e si s se lle v ó a cab o 
aplic and o un voltaje constant e de 130  mV y en tampón de electroforesi s 
(glicina 192 mM, SDS 0.1%, Tris base 25 mM, pH 8.3).  
Las proteí nas separ ada s e inclui das en el gel de acrilamida se 
trasfir i e r o n a una membran a de difl uor u r o de polivin i l i d e n o (PVDF) en 
tamp ón de transf er encia (glicina 190 mM, Tris bas e 20 mM, pH 8.3) a 
corrien t e constan t e de 400 mA y dura n te un tiem po com pren di do entre 45-
90 min ut o s, dependi e ndo de la anchur a del gel (0.75 -1 . 5 mm). 
 
13.6. Bloqueo e incubación con los anticuerpos 
U n a vez conclui da la transfe r e n c i a , la mem bran a se lavó con tam pón 
de lava do (Tween -2 0 0.1%, NaCl 150 mM, Tris base 20 mM, pH 7. 5) e 
inmedi at a m ent e se incu bó con tampón de bloq u eo (BS A en tampón de 
lava do; la concentr ación depende de la proteína estudi ada (Ta bla 3) ) 
durante al menos una hora a temperatura ambie n te. A continuaci ón se 
incubó la mem brana con el anticuer p o  primari o a la dilució n adecuad a 
(Ta bla 3) y en el tam p ón de bloq ue o, duran t e al men o s nov enta minutos y a 
temperat u r a ambiente , o durante toda la noche a 4ºC. Tras la incubaci ó n 
con el anticuer po primario se hicier on tre s lav ad os de siet e min ut os con 
tampón de lava do y posteri o rmente se incubó la mem bra na con el 
corres po n d i e n t e antic ue r p o sec unda r i o (Tabla 3), una inm un og l o b u l i n a 
(I gG) conjuga d a con HRP durante treinta minutos. El anticuerp o secun dar i o 
también se diluy ó en el tamp ón de bloq ue o a una conc ent r ac ión 
depen dient e del tipo de anticuer p o. Al terminar se hicieron otros tres 
lava dos de siete minut os con tam pón de lav ado. 
Para la det ecci ón de las ban das se  utili z ó un siste m a basad o en la 
oxi da ción del lumin o l por las HRP y poten ciad o con p-i od of en ol (Ausu b el y 
cols., 1987). Las membran as se incu bar on durante un min uto con los 
reactiv o s corresp o n d i e n t e s (ECL). Inme diatamente y en la oscuri da d se 
impresi o n ó la membr an a en una películ a y se introdu j o en la máquina de 
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r e v e l a do . Por últim o, la pelíc ul a se digita l i z ó y se cuantif i c ó la densi da d 
óptic a de las banda s obten i d a s con el pr ogr a m a Scion Image (S cion 
Cor por a t i o n ) .  
 
Tabla 3. Proteínas anali za das por Weste rn blot 








secundar i o 
Actina      
(43 kDa) 15(E.C .) 10 1 
AcP de conejo , 
1:10 00 en 1% BSA 
IgG de cabra anti-
c o ne jo , 1:150 00 en 
1% BSA 
Colá ge no I 
de rató n 
(180 kDa) 
20(E.C .) 10 5 AcP de conejo , 1:20 000 en 5% BSA 
IgG de cabra anti-
c o ne jo , 1:200 00 en 
5% BSA 
CTGF  
(38 Kda) 15 (E.C .) 12 2 
AcP de cabra , 1:1000 
en 2% BSA 
IgG de burro anti-
c a b ra , 1:100 00 en 
2% BSA 
*Endoglina 
de rató n 
(180 kDa) 
50(E.T.) 
15 (E.C .) 8 3 
AcM produ ci d o por 
el hib rido ma de rata 
MJ7/18 , 1:4 en 3% 
BSA 
IgG de cabra anti-





20 (E.C .) 8 3 
AcM produ ci d o por 
el hib rido ma de 
rató n TEA 1/58- 1 , 
1:2 en 3% BSA 
IgG de cabra anti-
ra tó n , 1:1500 0 en 
3% BSA 
eNOS (NOS3 ) 
(145 kDa) 
50(E.T.) 
15(E.C .) 8 3 
AcP de conejo , 
1:10 00 en 3% BSA 
IgG de cabra anti-
c o ne jo , 1:150 00 en 
3% BSA 
Factor von 
Willeb r a nd 
(225 kDa) 
15 (E.C .) 6 3 AcP de conejo , 1:10 00 en 3% BSA 
IgG de cabra anti-
c o ne jo , 1:150 00 en 
3% BSA 
Fibrone c t i na  
(220 Kda) 5 (E.C .) 6 3 
AcP de conejo , 
1:20 000 en 3% BSA 
IgG de cabra anti-
c o ne jo , 1:200 00 en 
3% BSA 
p-eNO S     
(p-NO S3 ) 
(145 kDa) 
150(E .T.) 8 3 AcP de cabra , 1:1000 en 3%B SA 
IgG de burro anti-
c a b ra , 1:100 00 en 
3% BSA  
P E CAM -1 
(130 kDa) 15 (E.C .) 8 3 
AcP de cabra , 1:1000 
en 2% BSA 
IgG de burro anti-
c a b ra , 1:100 00 en 
2% BSA 
α- tu bu l i n a 
(60 kDA) 
50 (E.T.) 
10 (E.C .) 12 1 
AcM de ratón, 
1:50 00 , en 1% BSA. 
IgG de cabra anti-
ra tó n , 1:1000 0 en 
1% BSA 
VCAM       
(90 kDa) 15 (E.C .) 12 3 
AcP de cabra , 1:1000 
en 1% BSA 
IgG de burro anti-
c a b ra , 1:200 0 en 
1% BSA 
VEGF       
(45 kDa) 
150(E.T.) 
20(E.C .) 15 2 
AcP de cabra , 1:80 
(E. T.), 1:1000 (E.C .) 
en 2% BSA 
IgG de burro anti-
c a b ra , 1:100 00 en 
2% BSA 
Todos los anticue rpos se cu ndarios están co nju g ad os con HRP. * Las muestra s se 
pre pararon en cond icione s no reductoras , es decir tampón de carga sin β-
me rcap toe tanol y las muestras no se hirvie ro n. E.C.: extractos ce lu lare s. E.T. : 
extractos titu lare s. AcM: anticue rpo mono clo nal. AcP: anticue rp o policlonal.  
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13.7. Reutilización de las membranas 
A l g u n as de las membran a s de Western bl ot se reutili z a r o n para el 
análisis de otras prot eínas. Antes de rein c u bar una membr a n a con otro s 
anticuer pos, se la sometió dura nte quin ce minut os a un lava do con un kit 
com ercial de recicl ado de West ern blot. A continua c i ón se inc ubó con la 
sol uci ón de bloq ue o y se sigui ó el protoc ol o normal de Western bl ot. 
 
14. Northern blot 
14.1. Extracción de ARN del tejido muscular 
L a extracci ó n de ARN del teji do se real izó utilizan d o el reactivo 
com ercial Tri Reagent , basa d o en el métod o del tioci a n a t o de 
guani di n i o / f en ol / cl or of or m o (Chomcz y n sk i y Sacch i , 1987) . Para evita r la 
degr a daci ó n del ARN, todo el pr oce so se llevó a cabo a 4ºC y se trabajó con 
mater i al de vidr io hornea do a 160ºC, el de plást i co autocl a vad o y las 
sol uci one s utilizad a s se tratar o n previa m e n t e con dietil - p i r o c a r b o n a t o 
(DEPC ) 0. 1%. 
En prim er lugar se homog en i z ar on sobr e hielo seco unos 100 mg de 
tejido en 1 mL del reacti v o come r ci al con un hom og en i z ad or . Los 
homoge n a d o s se incuba r o n durant e ci nco minuto s para que los compl ej o s 
nucle o prot eicos se dis ociaran completa men t e. Des p ué s se aña die ron 0. 2 mL 
de clor of or mo a cada hom oge nad o  y se agitaron durante unos quinc e 
segun dos vigorosam e nte. A continua c i ó n , se incubar o n dura nte quinc e 
minutos y se centrif u g a r o n a 12000g dura nte otros quince min utos . La fase 
acuos a (superior) se recogi ó en otro tubo y el ARN se preci pit ó con 0.5 mL 
de isopr opanol duran t e diez min utos. Des p ués los tubos se centrifugaron a 
12000g durante ocho minutos, se des ech ó el isopro p a n o l y el precip i t a d o se 
lavó con 1 mL de et anol al 70% centrif u g á n d o s e a 7500g durant e cinc o 
minuto s . Por último , se aña di ó al preci pi t a d o 15 µL de agua y se incubó 
durant e di ez minut o s a 55º C para su com p let a dis olu ción. Las mue st r as de 
ARN se guar dar on a -20º C hast a su uso. 
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Para la cuantificación del AR N total de las muestras se midi ó la 
absor b a n c i a con un espe c t r of ot ó m e t r o a 260 nm. La conce n t r a c i ón de ARN 
se calc ul ó teniendo en cuenta que un a un ida d de absorbancia a 260 nm 
equi vale a 40 µg / m L de ARN. Por últim o, se calc uló la relaci ón entre las 
abs orba n c i a s a 260 y 280 nm. Esta relació n (A 26 0 / A 280 ) se mantuv o en todos 
los cas os entr e 1.6- 1. 9, lo que in dica la aus encia de cont aminaci ó n prot eic a 
en las muest r a s . 
 
1 4 . 2 . Preparació n de las muestras , electrof o r e s i s y 
transferencia  
Cada mue s t r a de 20 µ g de ARN se llev ó a un vol umen de 10. 5 µL y se 
le aña di ó un tamp ón de desnat ur aliza ción comp uest o por 24 µL de 
for m ami da desion i z a da, 8.6 5 µL de forma l dehi do 37% y 4.8 µL de tam p ó n 
MOPS (sal sódica del ácid o morf olin o- pr o pen os ul f ónico) (MOPS 0.2 M, 
acetato sódico 0.05 M, AEDT 0.01 M, pH 7. 2). La mezc la se calent ó durant e 
diez min ut os a 70ºC y se le aña dieron 4.5 µL de tampón de car ga (Glicerol 
50%, AE D T 1 mM). A cont in uaci ón se separ ar o n los AR N medi ant e 
electrofore sis en un gel desn aturalizan te (formaldehí do 0.66 M) de agaros a 
al 1%. La electrof o r e s i s se reali z ó a 60 mV en un tampón MOPS (MOPS 20 
mM, acet at o sódic o 5 mM y AEDT 1 M, pH 7.2). 
La transfe r encia se realizó en sol uci ón salina con centrada (SSC) 
(Na Cl 3 M, citr at o sódi co 0.3 M, pH 7) a una membr ana de nylon. La 
transfe r e n c i a se realizó por capila r i d a d, a través de un puente de papel 
What m an en cont a ct o con la SSC y con el gel. Desp ués de dieci séi s hora s 
de transfer encia el ARN se fij ó cov alentem ente a la mem brana con luz UV 
durante unos veinte segun dos. La membr ana se dej ó secar a temperatur a 
ambi ente hasta su utilización. 
 
14.3. Preparación de las sondas 
P a r a la obtención de las son d as  se aisl aron fragmentos de ADN 
cíclic o (ADNc) de sus vectores pl asm í di c os, por digest i ó n con las 
endonu c l e as a s de restri c c i ó n ade cua d a s (Ta bla 4). Poster i o r m e n t e se 
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purificar on medi ante el kit Geneglean ® y se cuant i ficaron en un gel de 
agaros a al 1% utiliz a n d o un marcad o r (ADN del vir us λ  cort a do con Hind  
III) de conc entracione s con oci da s. 
Se marcar o n 25-30 ng de las sondas con [ 32 P]-d C TP (300 0 
Ci/mm ol= 11 0 TBq/ mmol). Par a realizar  este marc a j e se desn aturalizó la 
son da por cal or y a cont i n ua ci ó n se aña di er on los nucle ót i d os dATP, dGT P, 
dTTP y el marca do [ 32 P]-d C TP. Des p ués se añadi er o n la sol uci ón Reaction 
mix  y la enzima Klenow  y se incu bó a 37º C dura n t e cuar en t a y cinc o 
minutos para que la formaci ón de la cade na compl e me n t a r i a tuviera luga r. 
Todos los productos espe cíficos menci o nados formaban parte del Kit 
Random Primed . A continuac i ó n , las sondas se purificar o n medi ante 
preci pit aci ón con un a mezcla de 40 µL de acet at o amónico 2.5 M, 150 µL de 
etanol abs olu t o y 4 µL de ARN de transfe r e n c i a (AR N t) (1 mg/ m L) durante 
diez minut os en hielo. Poste r i o r m e n t e se centr i f ug a r on a 13000g duran t e 
diez min ut os a 4ºC y el preci pit a do se disol vió en 50 µ L de agua dest ila da. A 
continuaci ón se des naturalizó la son da a 100ºC durante di ez minut o s, 
que dan do así pre para da para la hibrida ci ó n . 
 
Tabla 4.- Sondas utili zad as 





C O X- 2 pCR 2.1- TOP O BamHI 298 
Endogl i na pBlues c r i p t M13 BamHI /A ccI 938 
eNOS pBlues c r i p t Eco RI 3600 
TGF- β 1 pGEM T EcoR I 451 
VEGF 165  pCIS.C X RNH EcoR I 1200 
La sond a de TGF- β1 fue amab le me nte cedid a por el Dr. Jean Pierre Giro l a m i y Jean 
Loup Bascan d (U388 INSER M , Toulou se , Fr ancia). Como control inte rno de carga 
se utilizó una sond a específica contra la subunidad ribosoma l 28S de 0.7 kb. 
 
14.4. Hibridación 
L a s mem b rana s se prehibri d a r on durante cuatro horas con el 
tamp ón de hibr ida ció n (sulf at o de dext r ano 10%, SDS 1%, NaCl 1 M) en un 
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horno a 60ºC . A con t inuaci ón se hibridaron con la son da mar cada en las 
misma s condici ones durante di eciséi s horas . De spué s de la hibridaci ón se 
lavó la membrana dos veces con una sol uci ón de lava do (Na Cl 0. 3 M, citrato 
sódic o 0.03 M, SDS 1%, pH 7) durant e treint a minu t os a 60º C . Se realizó 
un últim o lavado con la mism a sol uci ón diez vece s dilui da durante una 
hora y a temperat u r a ambi ente . 
Las ban d a s marca da s radiacti v am e n t e se detectaro n mediant e un 
Phosph o r I m a g e r , utiliz a n d o el progra m a inform á t i c o Image Reader 
( F u j i f i l m ) . Los an álisi s densi t o m é t ricos de las ban das obtenidas se 
efectuar on con el programa de análisis de image n Mac-BAS  (Fujifi l m ) . 
Tam bién se obtuv o una aut orradiografía, exponien do una pelíc ula a -80º C 
que después se revel ó. Por últi mo, digital i z a m o s la autorra d i o g r a f í a y se 
cuan t i f i c ó la dens i da d ópti c a de la s ban da s obteni da s con el prog rama Scion 
Image ( S c i o n Corpor a t i o n ) . 
 
14.5. Reutilización de las membranas 
Des p ués de la hibr i d aci ón con una son da det er m i n a da, y ante s de la 
hibrida ción con otra, se hizo un lava do de las membran as con una sol uci ón 
de lavad o (AED T 0.1 mM, piro f os f a t o sódi c o 0.02 5 % , Denh a r dt ´ s (Fic ol l 
0.02% , poli v i n i l pi r ol i d on a 0.02% , BSA 0.02 % ) 0.00 1% , Tris base 2.5 mM, 
pH 8) a 70º C con el fin de elimina r la radiact i vida d. 
 
15. ELISA de VEGF 
15.1. Condiciones celulares, tratamiento y recogida de 
muestras  
Del orden de 4000 0 CEAR Eng+/+  y 5000 0 Eng+/-  se sem braron en 
plac as de seis pocill os con medi o de cult iv o, SBF 10%. Des p ués de tres día s 
(célul as en subc onfluencia) se retiró el medio y se añadi ó medi o nue vo con 
2% suer o, el cual se mantuv o durant e die cisé i s hora s. A continua c i ó n se 
trataron las cél ula s con TGF- β1 1 ng/ mL o el antic u er po neut r alizant e de 
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TG F- β1 500 ng/mL y despué s de veintic u a t r o hora s el medio se recogi ó 
para su inmedi at o pr oce sami ent o.  
Las plac a s de poci llos se congelaron inmedi atam ente para la 
post e r i or cuan t i f i c a c i ón del ADN, y así pode r corr e g i r los resul t a d os por el 
númer o de célul as. 
 
15.2. Procesamiento de las muestras 
A n t e s de comenz ar el ensayo, las mue stras se centrifug a r o n a 2000g 
durant e di ez minut o s para pr ecipit a r y eliminar restos cel ular e s que 
pudier a n interf e r i r en las dete rm i n a c ion e s. Los pr ocedi mientos para la 
detec ción de VEGF se realizaron sigui endo las instrucci on es del kit 
comerci a l Mouse VEGF165 Immunoassay . Se utilizó un lector de placas de 
ELI SA par a la deter minaci ón de la s absorbancia s y los res ultados se 
analizaron con el pr og rama K C-Junior  (Bio- Te k, Inst r um e n t , Inc. ). 
 
1 6 . Formación de pseudocap i l a r e s de 
CEAR en Matrigel  
Esta ténic a se llev ó a cabo sig uien do un a modifica ción del método 
des cr i t o por Liu y cols . (200 2). 
Se exten di er o n 150 µL de Matrigel  (sigui endo el mismo protocol o 
des cr i t o para el cult ivo de anill o s de aort a) sobr e cubr eobj et os de 18 x 18 
mm depos i t a do s en placa s de 35mm. A conti n uac i ón se sembr a r o n 30000 0 
CEAR Eng+/+  o Eng+/-  sobre el Matrigel . Para ello se resus pen dieron las 
célul as en 500 µL de medio de cult iv o, SBF 10% y por capi lar i da d se 
depositó la gota en ci ma del Matrigel . Las plac as se incu bar on durant e seis 
horas y pasado este tiempo se observó al microsc o pio óptico de contraste de 
fases la formaci ón de estructura s tridimen s i onale s en el Matrigel  a partir de 
las cél ulas sem bradas . 
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17. Determinación del ciclo celular 
mediante citometría de flujo 
17.1. Condiciones celulares 
P a r a la determi n a c i ó n del cicl o cel ula r , las CE AR (20000 0 Eng+/+  y 
25000 0 Eng+/- ) o los FPR (2000 00 Eng+/+  o Eng+/- ) se sem br ar o n en pla ca s 
de 100 mm y en medio de cult ivo, SBF 10%. Pasa d os al men os tres día s 
(célul as en subc onfluencia), las célul as se recogier on para su posterior pas e 
por el citóm e t r o.  
 
17.2. Recogida de las células 
Las cél ula s se levant aron con tripsina y a continua c i ón se paró la 
reacci ón con PBS-CM (no utilizam o s medi o de cultivo porque es 
autofl u o r e s c e n t e , y pueden que d ar restos  en las célul as que inter f i e r e n en el 
resultado final). El contenido de las plac as se recogió en tubos para el 
citómet r o y se hiz o una centrif u g a c i ón a 600g dur ante cinc o minut os . 
Aca ba da la centrifuga ción se desech ó el sobren adan te, se res u spen dier on 
las cél ulas en 500 µL de etan ol al 50% y se mant uvi er o n a -20º C durant e al 
menos una noche.  
 
1 7 . 3 . Tinción con yoduro de propidio y pase por el 
citómetro de flujo  
Para real i z a r la tinc i ón con yodur o de propidi o, las cél ula s 
resus pen di das en eta nol se cent r if ugar on durant e cin co min ut os a 200g. Se 
dec antó el etanol y se lavar on las cél ula s con PBS. Para eliminar el PBS se 
realizó otra centrifugación de cinco mi nutos a 200g y se dec antó el 
sobrena da n te. A continuaci ón las cél ul as se inc ubaro n durante treinta 
minut o s con una solu ción de yodur o de propidi o (Trit on X-100 0.1% , 
ARNasa A (previam e n te coci da para elim inar las ADNasa s) 0.2 mg/mL, 
yodur o de propidi o 0.02 mg/ mL en PBS). Finaliza d a esta incubaci ó n las 
célul as se pas aron por el citóm e tro de flujo. La adq ui sición de los dat os se 
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r e a l i z ó con el program a informá t i c o Cell Quest  (Bect on Dicki n son ) y el 
análisis de los resultado s con el ModFitLT ( V e r i t y Softw a r e ) . 
 
1 8 . Cuantifica c i ó n del número de 
células por cristal violeta 
E s t a técni c a , descr i t a por Drysd a l e  y cols . en 1983, se funda m e n t a 
en la capacida d del col oran t e cristal violeta de fijarse a los núcleos 
celul ares, de man era que pue d e esta ble ce rse una rel ación dire c t a entre el 
númer o de célul as exi stentes y la ca ntid a d de crista l violet a fijado .  
 
18.1. Condiciones celulares 
La técnic a se llev ó a cabo en pla cas de veintic uat r o pocill os . Se 
sembraro n 5000 cél ulas por pocillo en  medio de culti v o con SBF 10% y se 
dejar on crecer dura nte ocho días. Co n el fin de obten er una curva de 
prolifera c i ó n , se hicieron tincione s con cristal viol eta a los siguiente s 
tiemp os: 0, 2, 4, 6 y 8 días desp ués de la siembr a. Tomam os como “tiem p o 
0”, el tiem po que tardan las células en adherirse al plástic o (veinticuatro 
horas des p ués de su siembra). 
 
18.2. Tinción de los núcleos y lectura de las absorbancias 
P a r a realiz ar la tinci ó n con crist al vi oleta, las célul as se lavaron con 
PBS y se fijar on con glut ar al de hido 10% durant e diez min ut o s. Tras la 
incubac i ón las célul a s se lavaron co n PBS y los núcle o s se tiñer o n con 300 
µL de cri stal viol eta 0. 2% durante treinta minutos en oscurida d . A 
continuaci ón, las pla cas se lav a r on repetidas vec es con PBS has t a eliminar 
com pleta m en t e el exc eso de cris tal violeta. Se dejar o n secar durante una 
noche en oscuri da d, y por último se aña dier on 2 mL de áci do acé t ico 10% , 
se homogenei z ó cada pocillo y se leyó la  absorban cia a 595 nm en un lector 
de pla cas de ELI SA. Los resulta d os se anali z aron con el pr ogram a K C-Junior  
(Bio- Te k , Instr u m e n t , Inc.) . 
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18.3. Curva absorbancia/número de células 
C o n el fin de poder determ i n a r el númer o de célul as que 
corres pon dían a una determina da abso r b ancia, se sem braron cantida d e s 
crecientes de célul as en las pla cas de veintic uatro pocill os y a las 
veintic u a t r o hora s se tiñeron con crist al viol eta , siguien d o el mism o 
prot o col o.  
 
19. Reparación de “heridas” en la 
monocapa de células 
19.1. Condiciones celulares 
L a s CEAR (20000 0 Eng+/+  y 25000 0 Eng+/- ) o los FPR (20 0 00 0 Eng+/+  
o Eng+/- ) se sembr ar on en plac as de 100 mm con medi o de cult iv o (S B F 
10%) y se dejar on crecer en el incuba dor. Cuan do las placa s estuvi eron 
confluente s se cam bi ó el medi o por otro que contení a un 2% de SBF y se 
incubaron durante di eciséi s hor as.  
 
19.2. Realización de las “heridas” y estudio de la migración 
celular  
Tr ansc urridas las dieciséi s hor as se hici eron “heri das ” (zon a s sin 
célul as) en la mon ocapa deslizando una punta de pipeta amaril l a en línea 
recta des d e un extre mo al otro de la placa . Se realizaron seis “h eridas ” por 
plac a, tres horizon t a l e s y tres transve r sales. Des p ués de realizar las 
“herida s” las placa s se lavar on dos vece s con PBS para eliminar las cél ula s 
levanta das y se aña di ó medi o nuevo, SBF 2%. A continuaci ón en cada plac a 
se eligieron veinticuatro punt os al azar y se visualizar on los campo s 
elegidos en una panta lla acopla da al micros copio inver tido de con t raste de 
fases. En cada lado de la pantall a se midi ó el anch o de la “herida” (cuarent a 
y och o medidas por plac a en total). A las veinticuatro hora s se volvi eron a 
localiz ar al micros copio los mis mos puntos y se midi ó de nuev o el anch o de 
la “heri d a ” .  
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S e g ú n este método, la distanci a migrada por las cél ula s corres p o n d e 
al ancho de la “herida” a tiempo 0 (prim e ra medi da) menos el ancho de la 
“herida ” a las veinticuatro horas ( seg un da medi da ). Los result ad os se 
expresa r on en tanto por ciento resp ec t o a la “herid a ” inicia l .  
 
2 0 . Migración celular a través de 
membranas  
20.1. Siembra e incubación de las CEAR en los insertos  
En primer lugar los insertos (mem br a n a s de poli et i l e n o tereft a l a t o 
con poros de 8 µm de diámetr o) se coloc aron en placas de veinticuatro 
pocillos y se preincuba r o n con el medi o de cultivo durante al menos un a 
hora a 37º C, para que la mem br ana se humedeciera. Para la pr eincuba ción 
se añadi eron en el pocillo 0.7 mL del medi o al que queremos que las cél ulas 
migr en (DMEM -H A M F1 2 1:1, SBF 10%), y en el inser t o 0.2 mL del medi o en 
el que se siembran las célul as (DME M- H A MF 12 1:1, SBF 2%). Des p ués del 
periodo de preinc ubac ión se retiró el medio y se aña di eron en cada insert o 
100000 cél ula s en 0. 2 mL de DMEM-H A M F 1 2 1:1, SBF 2%. En el pocillo se 
mant uv o el medi o de preinc ub ac ión. 
Con el fin de realiz a r un control de las células sembra da s realme nt e 
en el ins erto, se sem bró el mism o vol umen de cél ulas (0.2 mL) en un pocil l o 
de una pla ca de vein ticuatro. Con esta s célula s seg uim os el protoc olo de 
tinción con cristal violeta a tiempo  0, ya expl ic a d o anter i or m e n t e . 
Para permi t ir la migración cel ula r a través de las mem branas hac ia el 
medi o con SBF 10%, los insertos se incubar on durante diecis éi s horas. 
 
20.2. Fijación de las CEAR a la membrana, tinción de los 
núcleos y lectura de las absorbancias 
Fi n al i z a do el peri o do de incu ba c i ón , los inser t os se lavar on con PBS y 
se lim pió la part e super i or de la mem br a na con un bast oncill o de alg o dó n, 
para elimi n ar las células que no habían migrado. A contin uaci ón, las 
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célul as que habían migrado (parte inferio r del in serto) se fijaron con 
glutaral d e h í d o 10% durante di ez min utos . Una vez fijada s, se lavaron con 
PBS y se tiñeron los núcle os con cristal viol eta 0.2% dura n te treinta 
minutos y en oscuri dad. Tran sc urrido este tiempo se lavaron los insertos 
repetida s vece s con PBS para eliminar los restos de cristal vi oleta y se 
permitió que las membrana s se secaran durante una noch e en osc urida d. 
Por últim o, el col or vi oleta que teñía los núcle os de las célul as fijadas a la 
part e infer i or de la membr an a se rec ogió con una got a de 0.1 mL de áci d o 
acétic o. Recogi da la gota con una pipeta, se col oc ó en un poci llo de una 
plac a de noventa y seis para despué s lee r la absor banci a en un lect or de 
plac as de ELI SA a 595 nm. Los result a d o s se analiz ar o n con el program a 
K C-Junior  (Bio- Te k , Instru m e n t , Inc.). Con el fin de referi r las célula s que 
habían mi grado al númer o de célul as sembra d as, las abs orban cia s 
obteni da s se corrigier on por las abs orban ci as resulta n tes de la tinción con 
cristal viole t a de las células sem b radas en pocill os com o control de carga. 
 
21. Incorporación de [ 3 H]-prolina a 
proteínas colágenas 
L a incor po r a c i ón exóge n a de pr olina marcada con tritio ([ 3 H]-pr olina) 
se utiliz ó como índi ce de acumulaci ó n de proteín a s coláge n a s en el medi o 
de cultivo de las CE AR, siguiendo un a modificac i ó n del método descrito por 
Riser y cols . (1998).   
 
21.1. Condiciones celulares y tratamientos 
La técnica se llevó a cabo sembran do las cél ulas en placa s de 
veinti c u a t r o pocill o s . Se  sembr a r o n 11000 CEAR Eng+/+  y 9000 cél ula s 
Eng+/-  por pocill o y se dejaro n crecer en DME M-HAMF 1 2 1: 1, SBF 10%. A 
los tres días (cél ulas en subconfluenc ia) el medi o utilizado se cambió por 
DME M, SBF 2% (se utiliza DME M porque no contien e pr olina en su 
com p osici ó n). Despué s de dieci s éis hora s se reem plaz ó el medi o por DME M , 
SBF 2% supl ement a do con β- a m i n o p r o p i o n i t r i l o 0.148 mM (se utili z a par a 
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i m p e d i r que el colágen o forme fibrill a s y se deposit e sobre la monocap a de 
célul as; de esta maner a fav orece que el colá geno perm anezca en el medio de 
cultivo), ácido ascór bico 210 µM , proli n a 183 mM y [ 3 H]pr o l i n a (activ i d a d 
específica 60 Ci/mm ol, 1 mCi/ mL) 2 µC i / po c i l l o . El TGF- β1 (1 ng/mL) o el 
anticuer po neut r alizant e de TGF- β 1 (500 ng/mL) se añadier on al medi o 
suplem en t a d o y se incubó dura n te veinticu a t r o hora s. 
 
21.2. Recogida de las muestras 
Tr as el periodo de marcaje, el medi o de cultivo de cada poci llo se 
recogi ó en un tubo de 1. 5 mL a los cual e s se había n puest o previamente 
165 µL de Inhibidor Universa l de Pr oteas as frío (compues t o por PMS F 3 
mM, N-etilmaleimi da 40 mM y AEDT 0.1 mM). Las muestras se congel aron 
a -20º C hasta su ut ilización, o bien se  proce d i ó al proce s a m i e n t o de la s 
misma s . 
Las plac as de pocill os se cong elaro n a -20ºC para des pués cuantifi c a r 
el ADN y así poder corre g i r los resu l t a do s por el númer o de célul a s 
presen t e s en cada pocill o . 
 
21.3. Procesamiento de las muestras 
Las proteí nas del medi o de cultivo se preci pitaron con ácido 
triclor o a c é t i c o (TCA) al 50% (conc ent r a c i ó n fi nal 10%) al que previa me n t e se 
añadi ó BS A (20 µL / m ue s t r a de un stock con conce n t r a c i ón de 66 mg/mL ) 
para favor ecer la precipitaci ón de las proteín as . A continuaci ón, se 
centrifugó a 2000g y a 4ºC dur ante diez minutos y se lav ó el preci pitado 
exha ust i v a m e n t e con TCA al 10% frío para reti r a r el exce s o de prol i n a 
marca da que no se había in corpora do al coláge no. El precipita do se 
sol ubiliz ó añadi endo 1 mL de NaOH 0. 1 N a 60ºC, y se agitó hasta su total 
dis olu ción. El cont enido de cada tubo se transfi r i ó a viales de polieti l e n o a 
los cuales se añadi eron 3.5 mL de líq uido de centelleo. Los viales se 
agitaron y se dej aron aproxim ada me nte doce hora s en oscuridad. Por 
último, se midi ó la radiact i vi da d de los vial es en un cont ad or de part ícul as β 
Materiales y métodos 
 10 8
aco pla d o a un or den a dor , y medi ant e el pr ogr ama 1 4 0 0 DSA LSC  (Walla c ) se 
analiz a r o n los result a d o s . 
 
2 2 . Transfecc i ó n celular con endoglina 
humana 
Los FPR se transfectaron con en dog li n a humana (Letame n d í a y cols., 
1998 b) con el reactiv o de transf ecci ón jetPEI ™, una poli etilena mina linea r 
que compacta el ADN en com plej os cargado s positiv a m e n t e , capa ces de 
interaccion ar con los proteoglic anos an i ó nicos de la superfici e celul ar y 
penetrar en la célula por en docit o s i s .  
 
22.1. Condiciones celulares 
D e l or den de 60000 FPR Eng+/+  o Eng+/-  se sem braron en plac as de 
60 mm con DME M, SBF 10% y se dej aron crecer. Cuan do las cél ulas 
alcanzar on aproxima damente el 60% de co nfluencia se proc edi ó a realizar la 
trans f e c c i ó n .  
 
2 2 . 2 . Preparación de los complejos jetPEI™/ADN  y 
procedimiento de transfección 
E n primer lugar, 5 µg de ADN de endoglin a hum ana (vector pCHV 5) 
se dil uyer on en 250 µL de NaCl 150 mM. Por otra part e , 10 µL de la 
sol uci ón comerci al jetPEI ™ se diluy eron en 250 µL de NaCl 150 mM. A 
continuac i ó n , la sol u ción de jet PEI ™ se añadi ó sobre la de ADN. La sol uci ón 
resultante se agitó vi goros amen t e, y se incubó dura n te treinta minutos a 
temperat ura ambi ente para permitir  la formac i ó n de los comple j o s 
jetPEI ™/ADN. Con las con cent r acione s utiliz a d a s , se obtien e un bal anc e 
iónic o entre los cati on es del jet P EI ™ y los aniones del ADN fav ora ble para la 
formaci ón de los com plej os . Una vez transcu r r i d o s los treinta minutos , se 
añadi eron los 500 µL de jetPEI ™/AD N en el medio de cult iv o de las célul a s 
(4 mL). Tras cinco horas de incub a c i ón (tiem p o sufi ci en t e para la 
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penetraci ó n de los com plej os jetPEI ™/ADN en las célul as), se cambi ó el 
medi o de cult ivo por medi o fres co para evi t ar , en la medi da de lo posi ble, la 
citot o xi c i da d prod uc i d a por el jetPE I ™ .  
Paralel ame nte se sig uió el mis mo pr otoc olo para la transfecci ón de 
otra plac a de cél ula s con el vector vací o, la cual nos sirvió como contro l .  
Cuando las célul as al c anzaron la subc onflue ncia se lisa ron sigui en do 
el prot o col o de West e r n blot . 
 
23. Cuantificación del ADN 
E l ADN celular se cuantif i c ó tanto en los experim e n t o s de ELI SA 
com o en los de incor p oraci ón de [ 3 H]prolina a proteín a s col ágena s con el fin 
de corr egir los res ult ad os obte nido s por el númer o de célul a s. El ADN 
crom os ómi co se detec t ó mediant e la reac ció n de la dife nilamina. Se trat a de 
un ensay o col orimétr ico en el que la difen ilamina reacci ona con la ribosa 
del ADN dando lugar a un compuest o de  color azul (Wyll i e y cols., 1980) . 
 
2 3 . 1 . Reacción de la dif enil a m i n a y lectura de las 
absorbancias 
L a s pl acas de pocillos se descong el a r o n y las cél ulas de los pocill os se 
lisaron con 75 µL de tampón de lisis de ADN (Tris base 10 mM, AE DT 20 
mM, Tritó n X-100 0.5% , pH 8) en agita c i ón const an t e duran t e quinc e 
minutos . Se aña dió despué s al lisado la misma cantidad de áci d o perclóric o 
al 20% que de tampón de lisi s y se hidroliz a r o n las muestra s en una estufa 
a 80ºC durante quin c e minut os. Al mism o tiempo se preparó un a curv a de 
calibr a d o con ADN de timo de terner a (0-1 5 µg / m L ) en ácido perclór i c o al 
10% y se hidroliz ó de la mism a manera que las muestras. Tra nscurrido el 
tiempo de hidrólisi s, las plac as se dejar on enfriar a temperatur a ambiente 
durante quince min utos. Des p ués se añadi ó un a cantida d de reactivo de 
difenilamin a (par al de hido 0.01 % , dife nil a m i n a 240 mM en ácido acético 
glacia l ) ig ual al vol ume n total, tanto en  las mue st r as com o en los pun t os de 
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la rect a de calibr a d o. Por último, se mezcl ó todo con una punt a de pipet a y 
se incu b ó durant e toda la noch e a 30º C en osc ur i da d.  
Des p ués de la inc ubaci ón durante toda la noc he, los pocill os 
adquirieron una ton alidad az ul cuya intens i d a d depend e del conten i d o en 
ADN. Para la cuanti f i c a c i ón se pasaron 200 µL del con t enid o de los pocillos 
a placas de noventa y seis pocill o s y se leyó la absor ba n c i a a 595 nm y 700 
nm con un lector de pla cas de ELI SA. La absor banci a a 595 nm es 
proporci o n a l a la can t idad relati v a de ADN en la mue stra, mientra s que la 
lectura a 700 nm se utiliza para correg i r la turbi d e z de la muest r a . Los 
resulta do s se analiza r o n con el progra m a K C-Junior  (Bio- Te k, Inst r um e n t , 
Inc. ) . 
 
24. Análisis estadístico 
Todos los resulta d os se expre sa n com o media ± error estándar de la 
medi a (EEM). En la experiment ación in vivo se utili zaron al menos sei s 
ani m al e s par a cada grup o (n= 6) y en la exper i m en t a c i ón in vitro al menos 
tres (n=3). En los en sayos cel ul ares de  ELI SA, prolife r a c i ó n , migraci ó n y 
formaci ón de colág eno se uti lizaron  al menos tres pocill os /plac as por 
exper i ment o para cada grup o.  
Se utilizó el test estadístico de la t de Student para deter minar las 
difer e n c i a s signi f i c a t i v a s entre do s grupo s de datos . Cons i de r a m o s 
significativo un val or de “p < 0 . 0 5 ” . El prog rama informá t i c o utiliza d o fue el 
NCSS  (Stati s t i c a l s Solut i on s ) . 
Para analiz ar más de dos grup os de dat os, el análisis estadí stico se 
llevó a cabo mediante el análisis de la varianz a (ANOVA ) de una entrada . 
Para eval uar la norm alida d de los datos se apli có el test de Kolm ogor ov-
S m i r n o v . A continua c i ó n se aplic ó el test de Sch effé cuando los dato s 
presen t a b a n una distri b u c i ón normal y el de Kruskal-W allis cuan do no 
estaban normalme n t e distribu i d o s . Con s id e r a m o s signif i c a t i v o un valor de 
“p <0. 05 ” (test de Sch ef f é) y un valor de “ z> 1. 9 6 " (test de Kruska l -W a l l i s ) . El 
program a inform á t i c o utiliz a d o fue el NCSS  ( Number Cruncher Statistical 
System) ( S t at i s t i c a l s Soluti o n s ) .  
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Para com p arar curva s se aplic ó un model o linea l gen er a l de medid a s 
repetid a s . Consi de r a m o s sign ifi c a t i v o un val or de “p < 0. 0 5 ” (test de 
Bonfer r o n i ) . El progr am a inf orm á t i c o uti liz a d o fue el SPSS ( Statistical 
Package For the Social Sciences ) .  
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Apéndice 1. Relaci ón de reac t i vos y product os 
R e a c t i v o / p ro d u c to Casa come rc ial 
Ace tato amónico Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid ) 
Ace tato sódico Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid ) 
Ácid o acé tico glacial Probus S.A. (Barce lo na) 
Ácid o ascó rb i co Bio Media (Bou sse n s , Franc i a ) 
Ácid o orto fos fó ri c o  Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
Ácid o pe rclórico Me rck KGaA (Darmstad t, Alemania) 
Acrilam id a Bio-Rad Labo ra to rie s (CA, U.S.A.) 
ADN de timo de te rne ra Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
AEDT Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
Agarosa Seakem®, Cambre x Bio Scie nce (ME, U.S.A.) 
β -aminopropionitrilo Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Anfote ricina B Sigma Aldric h Química S.A. (Madrid) 
Apro tinina Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
APS Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
ARNasa A Boehringe r Mannhe im Gmbh (Mannhe im, Alemania) 
ARNt  Roche diagno s t i c s Cor poration S.L. (Barce lona) 
Azida sódica Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
Azul de bromo fe no l Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
BSA Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
CaCl 2  Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
Citrato sódico Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Cloro fo rmo Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
Colage nas a Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid ) 
Cristal violeta Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
DEPC Sigma Aldric h Químic a S.A. (Madrid) 
D-Glucosa Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
Diaminobe ncidina (Kit Dako 
Envisi o n TM +System, 
Pe rox id a se) 
Dako (CA, U.S.A .) 
Die ta estánd a r para rato ne s 
AØ4,  Panlab S.L. (Barce lona)  
Dife nilamina Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
ECGS Be cton Dickin s o n S.A. (Mad rid ) 
ECL (reve lad o Weste rn blot) Ame rsham Bioscie nce s Europe GMBH (Barce lona) 
EGF Be cton Dickinson S.A. (Mad rid)  
Etanol absolu to  Mallinckrodt Bake r Inc. (De vente r, Holand a) 
Etanol 96% Cuve ® Laborato rios Pé re z Giméne z (Córd oba) 
Ficoll Ame rsha m Pharmac i a Biotech AB (Sue cia) 
Formalde híd o Calb ioche m® , Me rc k KGaA (Darmstadt, Ale mania) 
Forma lde h íd o tampo n ad o 
4% Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
Formamida de sio nizad a Sigma Al drich Química S.A. (Madrid) 
Glice rol  Merck KGaA (Darmstadt, Alemania) 
Glicina Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Glutaralde hido  Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
He matoxilina BioGe nex (CA, U.S.A.) 
Heparin a 1% Altan a Pharm a (Mad rid ) 
Hoechst 33258 Molecu lar Probes Europe BV (Le ide n, Holand a) 
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R e a c t i v o / p ro d u c to Casa come rc ial 
[ 3 H] p ro l i n a Ameri ca n Radio l abe le d  Che mic als, Inc (MO, U.S.A.) 
Igepal CA-630 Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid)  
Isoflu rano  ( Forane ) Abbo tt Laborato ries S.A. (Mad rid ) 
Isop rop a no l Me rck KGaA (Darm s tad t, Alema n i a ) 
je tP EI ™ PolyPlus-transfection (I llkirch, Francia) 
KCl Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
KH 2 PO 4  Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Kit colo rimétrico de 
de tre rm i n a ció n de prote ín a s Bio-Rad Labo rato rie s (CA, U.S.A .) 
Kit GENEC LEA N® BIO101 Qbio ge ne  Inc (I llk irc h Cedex,F ra nc ia ) 
Kit de inmun oe n sa y o para 
VEGF16 5 de rató n R&D Systems Inc. (MN,U.S.A.) 
Kit Random Primed Roche diagno st i c s Corpora tio n S.L. (Barce lo n a ) 
Kit de re ciclado de Weste rn 
blot RE-Bl o t Plus Che mic on Inte rnationa l, Inc. (CA, U.S.A.) 
Leupeptina Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Líqu id o de ce nte lle o Ecosc int 
A  National Diagnostic (Re ino Unido) 
L-NAME Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Marcado r pesos molecula r e s 
Be nchM ark TM  Invitroge n S.A. (Barce lona) 
Marcado r purificació n 
sond a s Promega (Mannhe im, Alemania ) 
Matrigel Be cton Dickinson S.A. (Mad rid) 
Matrisperse (ce ll recove ry 
solu tio n )  Be cton Dickinson S.A. (Mad rid) 
Medio de cultivo DMEM Biowittake r TM  Camb re x Bio Scien ce (Ve rv ie rs , Bé lgica) 
Medi o de culti v o HAM F12 Biowittake r TM  Camb re x Bio Scien ce (Ve rv ie rs , Bé lgica) 
β - me rc ap t o e t a n o l Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Me tano l Me rck KGaA (Darmstadt, Alemania) 
MgSO 4 ·7 H 2 O Prob us S.A. (Barce lo n a ) 
MOPS Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
Mowio l 4-88 Hoechst AG (Frank furt, Ale mania) 
NaCl  Sigma Aldri c h Qu ímica S.A. (Madrid) 
NaHCO 3  Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
Na 2 H PO 4  Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
NaNO 2  Me rck KGaA (Darmstadt, Alemania) 
NaOH Prob us S.A. (Barce lo n a ) 
N-e tilmale imida Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
NH
4
Cl  Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
N-(1 -naftil)-e tile ndiamida   Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
N,N´-me tilen-bisacrilamida Bio- Rad Labo rato rie s (CA, U.S.A .) 
Orto v a na da to sódico Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
Parafin a Me rck KGaA (Darm s tad t, Alema n i a ) 
Paralde h id o Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
[ 32 P ] - dC TP Amers ha m Ibéri c a , S.A. (Mad rid ) 
PDGF Be cto n Dicki n s o n S.A. (Mad rid ) 
Pe nicilina-Es treptomicina Biowittake r TM  (MD, U.S.A.) 
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R e a c t i v o / p ro d u c to Casa come rc ial 
Pepsin a BioGene x (CA, U.S.A. ) 
Pepstatina A Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Pe róxido de hidróge no  Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
PFA Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
Piro fos fa to sódic o Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
PMSF Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
Polivin i l p i ro li d o na Me rck KG aA (Darmstadt, Alemania) 
Povido n a yodad a ( Betadine )  ASTA Mé dica , S.A. (Madrid) 
Prolina Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Sacarosa Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
SBF Gibco TM , Invitro ge n S.A. (Barce lo na ) 
SDS Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Suero bloque a n te Santa Cruz  Biotec h no log y Inc. (CA, U.S.A .) 
Suero de cabra Santa Cruz  Biotec h no log y Inc. (CA, U.S.A .) 
Sulfanilamida Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Sulfa to de dextra n o (sal 
sódica) Ame rsha m Pharmac i a Biotech AB (Sue cia) 
TCA Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
Te me d Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
TGF- β 1 R&D Systems Inc. (MN,U.S.A.) 
Tissue-Te k® Te d Pe lla, Inc (CA, U.S.A.) 
Tripsina Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Tripsi n a -A ED T Biowittake r TM  (MD, U.S.A.) 
Tri Reagent   Molecular Rese arch Ce nte r, Inc. (OH, U.S.A.) 
Tris base (Trizma ®) Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Trito n X-100  Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
Trypan blue Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Tween- 20 Sigma Aldri c h Quími c a S.A. (Madrid) 
Xile no Panre ac Química S.A. (Barce lona ) 
Yoduro de propid io Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
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Apéndice 2. Relaci ón de anti c u erp os  
A n tic ue rpo Casa come rc i a l / P ro ce d e n c i a 
Ac anti- TG F- β1 R&D Systems Inc. (MN,U.S.A.) 
AcM anti-e nd o g l i na humana TEA 
1/58-1 (hibridoma de ratón) Be lló n y cols., 1993 
AcM anti-e nd oglina de ratón MJ7/18 
(hibridoma de rata) Ge and Butche r, 1994 
AcM anti- ma c ró fa go s tipo iNOS Be cto n Dicki n s o n S.A. (Mad rid ) 
AcM  de ratón anti-actina de múscu lo 
liso vascu l a r, Clon 1A4 Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
AcM de ratón anti-C D31 humano , 
Clon JC70A Dako (CA, U.S.A ) 
AcM de ratón anti- endoglina 
humana , Clon SN6h Dako (CA, U.S.A ) 
AcM de ratón anti- α tubulina Onco ge ne Rese a rc h Prod uc ts (CA, U.S.A .) 
AcM de ratón anti-VEGF humano , 
Clon C-1 Maste r Diagnóstica S.A. (Granada) 
AcP de cabra anti- C TG F Santa Cruz  Biotec h no log y Inc. (CA, U.S.A .) 
AcP de cabra anti- P EC AM 1 Santa Cruz  Biotec h no log y Inc. (CA, U.S.A .) 
AcP de cabra anti-pN O S3 Santa Cruz  Biotechnology Inc. (CA, U.S.A.) 
AcP de cabra anti- V CAM Santa Cruz  Biotec h no log y Inc. (CA, U.S.A .) 
AcP de cabra anti- V E GF Santa Cruz  Biotec h no log y Inc. (CA, U.S.A .) 
AcP de conejo anti-actina Sigma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
AcP de conej o anti- co l á ge no I de ratón Chem ic o n Inte rna ti o na l, Inc. (CA, U.S.A .) 
AcP de conejo anti-fibronectina de 
rató n Che mic on Inte rnationa l, Inc. (CA, U.S.A.) 
AcP de conej o anti- NO S3 Santa Cruz  Biotechnology Inc. (CA, U.S.A.) 
AcP de conejo anti- v WF humano Si gma Aldrich Química S.A. (Madrid) 
Ac secund ario multilink Maste r Diagnóstica S.A. (Granada) 
Ac te rciario multilink conjugado con 
HRP Maste r Diagnóstica S.A. (Granada) 
Faloid ina conjugada con Ore gon 
Gree n 488  
Molecu lar Probe s Euro pe BV (Le ide n, 
Holanda ) 
IgG de burro anti-cab ra conju gado 
con Alexa Fluor® 488 
Molecu lar Probes Europe BV (Le ide n, 
Holanda ) 
IgG de burro anti-cab ra conju gado 
con HRP Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, U.S.A.) 
IgG de cabra anti-co ne jo conjugado 
con Cy TM 3 
Jackson Inmuno Re se arch laboratories Inc. 
(PA, U.S.A.)  
I gG de cabra anti-co ne jo conjugado 
con HRP Bio-Rad Labo rato rie s (CA, U.S.A .) 
IgG de cabra anti-rat a conjugad o con 
Cy TM 3 
Jackson Inmuno Re se arch laboratories Inc. 
(PA, U.S.A.)  
I gG de cabra anti-rat a conjugad o con 
HRP Santa Cruz  Biotec h no log y Inc. (CA, U.S.A .) 
IgG de cabra anti-ra t ó n conjuga d o con 
Alex a Fluo r® 488 
Molecu lar Probes Europe BV (Le ide n, 
Holanda ) 
IgG de cabra anti-ra t ó n conjuga d o con 
Cy TM 3 
Ame rsham Bioscie nce s Europe GmbH 
(Barce lo na) 
IgG de cabra anti-ra t ó n conjuga d o con 
HRP Bio-Rad Labo rato rie s (CA, U.S.A .) 
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Apéndice 3. Relaci ón de mate rial utili za do 
Mate rial Casa come rc ial 
Baston c i l lo s de algodó n Chicco (Madrid ) 
Cámara de Neuba ue r Paul Marie nfe ld GmbH & Co. KG (Brunswic k ,  A le m a n ia ) 
Cub re o b je tos Paul Marie nfe ld GmbH & Co. KG (Brunswic k ,  A le m a n ia ) 
Filtros de este rilizació n Millipore Corporation (U.S.A.) 
Hojas de bisturí Ste rile r (Alemania) 
Inse rtos para migración ce lula r Be cton Dickinson S.A. (Mad rid) 
Je ringuillas Ico (I talia) 
Mate rial quirúrgico Lawton  Medizinte c hnik (Ale mania) 
Me mbrana de Nylon Hybond -N Ame rsham Bioscie nce s Europe GmbH (Barce lo na) 
Me mb rana de PVDF Pa ll Gelman Laborato ry  (FL, U.S.A) 
Pe lículas Fuji Me dical X-Ray Film Supe r 
RX (para Weste rn blot) Fujifilm (Tokio, Japón) 
Pe lí cu l as X-OM A T AR (para Northe rn 
blot) Kodak (Madrid ) 
Placas de cultivo Be cton Dickinson S.A. (Madrid)  
P l á s t i co transpare nte Apli® (Barce lo n a ) 
Portao b je to s  Me nze l- G läse r ® (Brunswick, Alemania )  
P u n tas de pipe ta Dasla b (Madrid ) 
Rascado re s ce lula re s Nunc A/S, (Roskil d e , Dinamar c a ) 
Seda quirúrgica Braun- Dexon (Ale mania) 
Tubo s de plás tic o 2 mL Eppen do rf AG (Hambu rgo , Alema n i a ) 
Tubo s de plás tic o 50 mL Falco n TM , Becton Dickins o n S.A. (Madrid) 
Tubos de polip rop i le no Dasla b (Madrid ) 
Tubos para el citó me tro Be cton Dickinson S.A. (Mad rid) 
Viale s de polie tile no National Diagnostic (Re ino Unido) 
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Apéndice 4. Relaci ón de equip os utili zad os 
E q u i p o Casa come rc ial 
Cámara Hitac h i HP-11 0 acopla da al 
microscopio inve rtido Hitachi (Tokio, Japón) 
Cámara Niko n F601M acop la da al 
microscopio inve rtido Niko n (Tokio , Japó n) 
Camp ana de flujo lamina r TC-48 Gelaire Cultek S.L. (Madrid)  
C i tó me tro de flujo Be cto n Dicki n s o n S.A. (Mad rid ) 
Contado r β   Wallac 1409 DSA (Turku, Finlan d i a ) 
Crosslinke r UV Strata-Linke r 2400 Stratage ne (CA, U.S.A .) 
Equipo aneste s ia (isoflu r a n o ) Ohmeda Medical (Re ino Unido) 
Equip o de Northe rn Blot Sub Cell TM  Bio-Rad Labo rato rie s (CA, U.S.A .) 
Equip o de Weste rn blot Mini- P ro te a n ®I I  Bio-R ad Labo ra to rie s (CA, U.S.A .) 
Espectro fo tóme tro UV-12 0-02  Shimad zu Corpo ra ti o n (Duis bu rg , Alema n i a )  
F ue nte de alime nta c ió n para 
electroforesis y tranfe rencia Powe r Pac 
3000 
Bio-Rad Labo rato rie s (CA, U.S.A .) 
Homoge n i z ad o r Polytro n Ne tzge rä t T8.01 IKA Laborte c h n i k (Stau fe n , Alema n ia ) 
Horno de hibri d ac i ó n Ame rsham Bioscie nce s Europe GmbH (Barce lo na)  
I ncub ado r ce lu lar Forma Scie ntific 3111 Forma Scientific (OH, USA) 
Lase r Dopp le r Pe riflu x 2B Pe rime d AB (Boras , Sueci a ) 
Lector de placas de ELISA El x 800 BIO-TE K Instru me n t, Inc (VT, U.S.A ) 
Lupa Le ica MZ6 Le ica (Alema n i a ) 
Máqu ina de re ve la do M35 X-OMA T 
Proce s so r Kodak 
Microsco pio confocal Ze iss LSM510 Carl Ze iss Inc (NY, U.S.A.) 
Microsco pio óptico de fluoresce ncia Ze iss  
Axiop l a n2 Carl Ze iss Inc (NY, U.S.A.) 
Microsco pio óptico inve rtido de contraste 
de fase s 2 EL WD 0.3  Niko n (Tokio , Japó n) 
Micros co p io óptico le itz Labo rlux S  Leitz (Alemania) 
Micro to mo Micro n HM-3 10 Micro n (Wall d o rf, Alemani a ) 
PCR PTC-100 TM MJ Re sea rch Inc. (MA, U.S.A .)  
P h o s p ho rI ma ge r BAS-150 0 Fujifil m (Tokio, Japón 
Potte r B. Braun Me lsun ge n AG, Melsung e n (Ale ma ni a ) 
Videocá m a ra ccd-ir i s acopla d a al 





En lo tocante a la ciencia 
la autoridad de un millar no es superior 
al humilde razonamiento de una sola persona 
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1 . Expresión de endogl i n a en tejido s de ratone s 
Eng+/+ y Eng+/- 
Nuestro pr imer objeti vo fue val orar la expresi ón de endoglina en 
tejido s de ratone s Eng+/+  y Eng+/- . Elegimos el pulm ón y el riñón porq ue son 
tejidos muy vas cul arizados y la endoglina se expresa funda ment almente en 
el endotel i o vasc ul a r (Goug os y Letarte , 1988 a).  
El ARN mensaj er o (ARN m) de endogli n a deter m inad o mediant e 
Northe r n blot en los tejido s de animal e s Eng+/-  fue clara m e n t e infe r i or al 
encontra do en los tejidos de ani males cont rol ( Eng+/+ ) (Figur a 1). Ade más, la 
prot eína endoglin a, detect a da medi an t e Wester n blot en los extrac t o s 
pul mon are s y en las mem bra nas pl asm áticas ren ales de los animal e s  
Eng+/- , fue menos de la mitad que la detecta da en esos mism os tej idos de los 
animale s Eng+/+  (Fig ur a 2).  
 
                                      Pulmón                                          Riñón  
 
                               Eng+/+   Eng+/+   Eng+/-   Eng+/-           Eng+/+  Eng+/+  Eng+/+   Eng+/-    Eng+/-   Eng+/- 













































 F i g u ra 1 . Expresión de ARNm de endo gl in a en tejido s de raton e s Eng+/+ y  
Eng+/-. La de te rminación se re alizó me diante  Northe rn blot. Se usó como contro l 
inte rno de carga la subu nidad riboso mal 28 S. Los datos se expre s an como la me dia 
± EEM (n=6 animales). Dife re nc ias estadís tica s significativas se gú n el te st t de 
Stude nt: *p<0.05 vs ratone s Eng+/+ .  
 
ARNm de  
endoglina► 
28S► 
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F i g u ra 2 . Expresión de endo g l in a en tejid o s de rato n e s Eng+/+ y Eng+/-.  La 
dete rminació n se realizó mediante Weste rn blot utilizando el AcM anti-e ndoglina de 
ratón MJ7/18 . Los datos se expresa n como la media ± EEM (n=6 animale s ) . 
Dife re ncias estadís ticas significativas se gú n el test t de Stude nt: *p<0.05 vs rato ne s 
Eng+/+ . Izquier d a . Extrac tos pulmonares. Se usó como control inte rno de carga la 
expre s ió n de α-tubulina. Derecha . Extractos enriquecidos en me mb rana s 
plasmáticas re nales. 
 
Estos datos confirma n la hapl oins u f i c i e n ci a en endogli n a de los 
ratones Eng+/- . Similares resul t ados se han obten i do en otros est udios 
lleva dos a cabo en est os mis mos tejid o s (Rodr í g ue z - P e ñ a y cols. , 2002) .  
Es importa n t e resalta r el hech o de que los ratone s Eng+/-  expr esa n 
unos nivel es men ores de pr oteín a endog lin a, así com o de su ARNm, que los 
ratones Eng+/+ . En algunos casos, la hapl oi n s u f i c i e n ci a en un gen no tien e 
un efect o último sobre los nivel es de la pr oteína. Es el cas o por ejem plo de 
ciertos rat ones haploins u f i c i e n t e s para eNOS ( eNOS +/- ) , en los que no se 
observa diferencia en la expresi ón de la proteína cuan do se los com para con 
sus control es eNOS +/+  (Kodj a y cols. , 1999). 
La expre si ón reduci da de endoglina que pres enta n los ani males 
hapl oins uficientes, hace que este model o an imal de ratones Eng+/+  y Eng+/-  
sea un modelo váli do para an alizar la implicaci ón de endog lina en los 
Endoglina► 
α-tubulina► 
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proc es os angiogénic o s y de cic at r izac i ón de heridas . Hay que recor d a r la 
imposi b i l i d a d de llevar a cabo  estos estudi o s con raton es knockout , debi d o a 
que los an imales sin endoglina ( Eng-/- ) no son viabl es, puest o que muere n 
durant e la gestaci ón (Bourd e a u y col s., 1999; Li y cols . , 1999; Arth ur y cols . 
2000) .  
 
2. Angiogénesis post-is quémica en ratones Eng+/+ y 
Eng+/- 
Aun que se sabe que la endoglin a juega un papel importante en la 
regul a c i ón de la angio g é n e s i s fetal (B our de a u y cols . , 1999; Li y cols . , 1999 ; 
Arthur y cols. , 2000) y se ha demo st r a d o que su expres i ó n se enc uen t r a 
muy aum e ntada en la vas cul atura de tumores sóli do s (Burro w s y col s., 
1995; Wang y cols. , 1993; Th or p e y Burr ow s, 1995),  n un c a se ha estudi a d o 
su contribu c i ó n a la angiogén e s i s fisioló g i c a .  
En el pres e n t e trabaj o estudi a m o s la  implic a c i ó n de endogl i n a en los 
fenómen os arterio g é n i c o s y angi ogén i c o s que tien en lugar en el remodela d o 
vascul a r post-i s q u é m i c o . Para ello ut ili z a m o s un model o exper i m e n t a l de 
enfer m e d a d arter i a l perif é r i c a : isque m i a  en la pata tras e r a produ c i da por la 
ligadu r a de la arteri a femora l . Este model o experi m e n t a l ha sido utiliz a d o 
por otros autor e s para est udi a r los proc e s o s de remod e l a d o vasc ul a r in vivo 
( V a n Royen y cols. , 2001 a). 
La perfusi ó n en las patas fue eva lua da medi ante laser Doppler en los 
días suce si vos a la lig adura de la arte ria . Encont r a m os que la restaur a c i ó n 
de la perfusi ó n fue sig nif i c a t i v a m e n t e más lenta en los ratones Eng+/-  que en 
los control es Eng+/+ . Al cuart o día de induc i r la isque m i a , la relac i ón entre el 
flujo sang uíneo en la pata iz qui e rda (is qué mi c a ) y la pata dere c h a (control 
contralater al) era de 0.28 ± 0. 02 en los ratones Eng+/- , mientr a s que en los 
Eng+/+  era de 0. 36 ± 0.01. Des p ués de vei ntiún días, está relación era de 
0.54 ± 0.01 en el cas o de los an imales Eng+/-  y de 0. 59 ± 0.01 en el cas o de 
los Eng+/+ . No enc ont r a m o s difere n c i a s sign if i c a t i v a s en la perfus i ó n tisula r 
de los ratones Eng+/+  y Eng+/-  vei nt iocho día s desp ué s de indu cir la isq uemi a 
(Figura 3). 



























 F i g u ra 3 . Evolución de la reperf u si ó n tisula r tras la ligadu r a de la 
arteri a femo ral en los animale s Eng+/+ y Eng+/-. La perfusió n se 
midió con un sistema de flujo me tría por lase r Dopp le r. La pe rfu s ió n 
en la pata isquémica se calculó como  porce nta je de la pe rfus ió n en la 
pata no isqué m ic a . Los dato s se expre s a n como la media ± EEM 
(n=10 anima le s ) . Dife re n c i a s estad ís t icas signific ativas según el te st t 
de Stude nt: *p<0 .05 vs animale s Eng+/+  e n el mismo tie mp o .   
 
Realizam os adem ás un estudi o inmun o histoq uími co de PECAM 
(molé cul a de adhe si ón cel ular endotelial plaq uetar i a) en cortes de los 
mús cul os aductore s extraídos de los an im ales a los cuatro día s de induci r 
la isquemi a. El PECAM es un marcado r característico del en dote lio vas cul a r 
( G a r l a n d a y Dejana, 1997 ). 
La expresi ón de PECAM en los mú sc ul os no-isq ué micos era menor 
que en los isq uém icos, tant o en los ratones control como en los 
hapl oins uf icient es (Fi gur a 4). Adem ás , observa m os una reduc ció n clara en 
la expr e sió n de PEC A M en los mús cul os isqu émic os de los rat ones Eng+/-  
(Figura 4D), en compar a c i ó n con la ex pre s i ó n en los múscu l o s isqué m i c o s 
de los ratones Eng+/+  (Figura 4B) . En condicione s cont r ol , práct i c am en t e no 
hay difere nci a s entr e los mús cul os no-i squé m i c os de ambos tipos de 
animal e s (Figur a s 4A y 4C).  
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                      Eng+/+                                                     Eng+/-      
 
F i g u ra 4. Expresión de PECAM en los músculos aductore s de rato nes Eng+/+ y 
Eng+/- después de cuatro días de la ligadu r a de la arteri a femora l. La 
de te rminac ió n se re alizó mediante inmuno histoquímica  utilizando un AcM de ratón 
anti-PEC AM humano, Clon JC70A. Imáge nes tomadas al microscopio óptico (x 20 
aumentos). NI : músculos no-isq uémicos. I: músculos isquémicos.  
 
El aument o en la expre sión de PECAM refleja el aum ento en el 
númer o de capilares , y por tanto se considera como un marcador de 
angiogén es is. La inmunoexpresi ón de PECAM se enc uentra reduci da en las 
preparaci o nes musc ulares de las pa ta s isquémi ca s de los ratone s 
hapl oins u f i c i e n t e s en endoglina con res pe cto a los ratones con t role s . Por 
tanto , el prese n t e resul t a do confi r m a el retras o en la reperf u s i ó n tis ula r 
encontr a d o en los ani males Eng+/-  con res p ecto a los Eng+/+ . 
Evalua m o s tambié n la den sid a d  capilar en prepara cione s 
hist ol óg i ca s obt en i da s de los múscul os isqu émi c os de ambo s tip os de 
animale s. Localiz am os los capil ares en las prepara ci o n e s por su morfolog í a 
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Los rat o ne s hapl oi n s u f i c i e n t e s presen t a b a n una reducc i ó n 
signi f i c a t i v a de la densid a d capil a r tras  la isquem i a en compar a c i ó n con la 
densi da d capilar de los ani male s cont r ol. Así, al cua r t o día de indu cir la 
isquemia, la den sidad capil ar en los mús c u los de los animales Eng+/-  era de 
13 ± 2 capi lares/ca m po, mi entras que la de los anim ales Eng+/+  era de 21 ± 
2 capilare s/cam p o. Des p ués de catorce día s, contam os 19 ± 2 
capil ares/c ampo en los anim ales Eng+/-  mientras que en los Eng+/+  
cont am os 29 ± 3. A los veint io ch o días de indu cir la isque mia las difer encia s 


























F i g u ra 5 . Evolución de la densid ad capil a r tras la ligad ur a de 
la arteria femora l en los animale s Eng+/+ y Eng+/-. Los capilares 
se ide ntifica ro n por tinción inmunohistoquí mic a positiva para 
PECAM y por su morfolog í a . Los dato s se expre san como la me dia 
± EEM (n=2 0 campos). Dife re ncias estadísticas signific ativas 
se gún el test t de Stude n t: *p<0 .0 5 vs anima le s Eng+/+  e n el 
mismo tiempo . 
 
Estos res u ltad o s son los prim eros en demostrar el efecto de la 
insuficien c i a de endoglina en la neova s c ul a r i z a c i ón de un tejid o isqué m i c o . 
La reperf u s i ó n tempr an a despué s de la lig adur a de la arteria femoral en los 
ratones hapl oin s u f i c i e n t e s de endoglin a sufre un retraso signifi c a t i v o 
com para da con la reperfusión en los ratones que present an niveles 
normale s de esta prot eín a .  
Por tanto, este estudi o demuest r a la implicac i ó n de la endoglin a en la 
angiogén es is en el indivi duo adulto, y se sum a a tr abaj os anteriores que 
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pon en de manifiest o el papel de la pr oteína en la angiogén e si s tum ora l 
(Bur r ow s y cols. , 1995; Wang y co ls . , 1993 ; Th or p e y Burr ow s , 1995)  y fetal 
(Bour d e a u y cols . , 1999; Li y cols. , 1999; Arth ur y cols . , 2000). Junt a s esta s 
evidencia s esclare cen la importa n cia de la endoglina en la neoa ngiogéne si s, 
pero no se con oce el mecani smo por el cual se produc e la acci ón 
proangi ogé nica de dic ha prot eín a. 
 
3. Expresión del ARNm de VEGF, COX-2 y TGF- β 1 
en el músculo aductor despu és de la isquemi a 
Da das las diferencia s enc ontra das en la neovas cul arización post-
is q u é m i c a entre los animale s control y los hapl oins uficientes en endoglina, 
deci dim os estudiar la expresi ón de al g u nos de los principal es factores 
angiogéni c os y medi ad or es de la infl ama ción en los músc ulos de unos y 
otros ani m ales . Estos experime n t o s se re ali z ar o n en los músc ulos aductor e s 
de los rat o n es al cua r t o día de pro du ci r la isq uemi a, puest o que fue a est e 
tiempo cuando las diferen c i a s en la  curva de reper f usi ón tisul a r eran 
mayore s (Figur a 3). 
En primer lugar estudi a m o s la expr e sión del factor de crecimi ento del 
endotel i o vasc ula r (VEGF), el principa l fact or pro- a n giogénic o (Fer r ar a y 
cols. , 2003 ) .  
En ausenc i a de isquemi a los niveles de ARNm de VEGF fueron 
ligerame n t e más baj os en los ratones Eng+/-  que en los Eng+/+ . En los 
mús cul os isqu émic os aum ent ó la expr e sió n de ARN m de VEG F res pect o a 
los res pe cti v o s músc ulo s contral a t e r a l es, pero no encontram os diferencia s 
entre los ratones Eng+/+  y los Eng+/- ( F i g u r a 6). 
Realizam os ademá s un estu dio inmun ohi st oq uímic o de VEGF en 
cortes de tejido musc ular. La may or inmun oe xpresión de VEGF la 
detecta mos en los múscul os isq u émic os de los animal e s Eng+/+  (Fi gur a 7B), 
que superó a la enc on t rada en los músc ul os no-isq ué micos (Fig ura 7A) y a 
la de los animale s haploi n su f i c i en t e s (Figur a s 7C y 7D). 
En segun do lugar estudiam o s la expre sión de la ciclooxig e nasa 
(COX) -2 en los músc ulo s de unos y otros animale s, por la impor t ancia de 
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esta enzim a en los proce sos inflamator i os (Mor it a, 2002). Ademá s, la COX - 2 
también se ha relaci ona d o con la angiog én e s i s , ya que aumenta la síntesis 
de prostan oi d e s , y estos a su vez estim ul a n la síntesi s de alg un os factores 
proangi og é n i c o s . Exi ste además un  mecanis mo de retr oal i ment aci ón 
positiv o , según el cual estos factore s proangi o g é n i c o s aumenta n la 
liberaci ón de áci d o araqui dóni c o y la expr esión de COX- 2 (Í ñiguez y cols., 
2003) . 
La isq uemi a aument ó liger amen t e la expr e sión de ARNm de COX-2, 
pero no encontram os diferencias entre los ratone s contro l y los 
hapl oinsu f i c i e n t e s (Fig ura 6). 
Por último, estudia mos la expre sión del factor de creci mient o 
transf o r m a n t e (TGF)- β1 . Esta citoqui n a partici p a tanto en la fase inici al 
com o en la fase de resol uci ón de la angiog énesis (van den Drie s che y col s., 
2003). Además, el estudio de TGF - β 1 tiene espec i al importancia par a 
nos otros porque la endoglin a forma parte de su com plej o de receptore s 
(Let amen dí a y cols. , 1998 a;  Bar bar a y cols . , 1999) y está dem os t r ado que 
la endoglin a modul a alguna s de las resp ue stas bi ológ icas de est e factor de 
crecimie n t o (Li y cols. , 2000; Las t res y cols. , 1996; Let amen dí a y cols., 1998 
b; Goum an s y cols. , 2002; Lebr i n y cols. , 2004; Díez - Mar q ues y cols. , 2004 ). 
La isq uemi a incremen tó significa t ivamente el ARNm de TGF- β 1 tant o 
en los ani males Eng+/+  como en los Eng+/- . Sin embar g o no hall a m o s 
difer encia s en la expr esión del AR Nm de TGF- β 1 entre los dos tipos de 
animal e s (Figur a 6). 
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F i g u ra 6 . Expresión de ARNm de VEGF, COX-2 y TGF- β 1 en los múscul os 
aducto re s de raton es Eng+/+ y Eng+/- despué s de cuatro días de la ligadu r a de la 
arteri a femo ral .  La dete rminació n se re alizó medi ante Northe rn blot. Se usó como 
control inte rno de carga la subunidad ribo somal 28S. Los datos, obte nidos en tres 
expe rime ntos dife re nte s, se expresan como la me dia ± EEM (n=6 animale s ). 
Dife re ncias estadís ticas significativas se gú n el test de Sche ffe : *p<0 .05 vs músculos 
no-isq uémico s de ratones Eng+/+ ; & p<0.0 5 vs múscu lo s no-isq ué m i cos de rato ne s 
Eng+/- . NI : músculos no-isquémico s. I: músculos isquémicos.   
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F i g u ra 7. Expresión de VEGF en los múscul os aductore s de ratones Eng+/+ y 
Eng+/- después de cuatro días de la ligadu r a de la arteri a femora l. La 
de te rminac ió n se re alizó mediante inmuno histoquímica  utilizando un AcM de ratón 
anti- VEGF humano , Clon C-1. Imáge ne s tomada s al micro sc op io óptico (x 20 
aumentos). NI : músculos no-isq uémicos. I: músculos isquémicos.  
 
Nuestros resulta d os dem ue stran que el aument o en la expre si ón de 
estos fact ores en el periodo de reperfusi ó n se produce tanto en los anim ale s 
control como en los hapl oins ufientes, no observ ánd o s e diferenc i as entre los 
dos grup os de animal es. Por tan t o, la menor angiogé n e s i s post- i sq u é m i c a 
que en con t ramos en los raton es Eng+/-  c om par a da con la de los raton e s 
Eng+/+ , no parec e est ar bas ad a en una dis minuci ón en la expr e sión de los 
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4 . Expresión del ARNm de endoglina en el músculo 
despu és de la isquemi a  
U n a vez dem ostra d a la ause ncia de diferenci a s notabl es en la 
expresi ón de los prin cipal es fac t ores angi ogén i c o s , decidim os estudiar qué 
ocur r í a con la expr e si ón de endog l i n a tras la isque m i a en unos y otro s 
anim al e s. Los estudi os los real i z am os ig ual m ente en los músc ulos 
aductore s extraídos al cuarto dí a de pr oducir la isquemia, puest o que fue a 
este tiempo cuan do las diferenc ias en la  curv a de reper f usi ón tisul a r fuer o n 
mayore s (Figur a 3). 
Los nivele s de ARNm de endoglin a en los músc ul os fueron 
signific a t i v a m e n t e menores en los anim ale s Eng+/-  que en los Eng+/+ , tant o 
en los mús cul os isq u émic os como en los no-is quémi cos. Tra s la isquemia , 
la expr esi ó n del AR N m de endo glina se increment ó en ambos grupos de 
animale s, mantenié n do s e las diferenc i a s entre los ratones Eng+/+  y Eng+/-  
(Figura 8).  
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Figura 8 . Expresión de ARNm de endoglin a en los músculos aducto res de 
rato nes Eng+/+ y Eng+/- después de cuatro días de la ligadur a de la arteri a 
femo ral.  La dete rmi n aci ó n se re ali zó media n te Northe rn blot. Se usó como contro l 
inte rno de carga la subunidad ribosomal 28S. Los datos, obte nidos en tres 
expe rime ntos dife re nte s, se expresan como la me dia ± EEM (n=6 animale s ). 
Dife re ncias estadís ticas significativas se gú n el test de Sche ffe : *p<0 .05 vs músculos 
no-isq uémico s de ratones Eng+/+ ; # p < 0 .0 5 vs múscu lo s isqué m ic os de rato ne s 
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Realizam os ade más un estudio inmun ohist oq uímic o de endoglin a en 
cortes de tejido musc ular. Obse rvamos un a expresi ón muy ten ue en los 
capil ares de los mús cul os isquémic os de los raton es Eng+/-  (Figur a 9D) , 
mientras que práctic am e n t e no cons eg ui mos dete ctar la expr esión en el 
múscul o cont r al at er a l no-is qu é m i co (F igur a 9C). Por el contr a r i o, la 
endoglina fue clar amen t e detectad a en los múscul os isq uémi co s de 
animale s Eng+/+  (Fig ura 9B), sien do esta expresi ó n nota ble m e n t e mayor a la 
encontra da en los múscul os no isquémic os de los mis mos anim a l es (Fig ura 
9A).  
  
                       Eng+/+                                                     Eng+/-    
 
Figura 9. Expresión de endo gl i n a en los músculo s aducto r es de rato nes Eng+/+ 
y Eng+/- después de cuatro días de la ligadur a de la arteria femoral. La 
de te rminac ió n se re alizó mediante inmuno histoquímica  utilizando un AcM de ratón 
anti-e ndoglina humana, Clon SN6h. Imáge n e s tomadas al microsc o p io óptico (x 20 
aumentos).  
 
Por tanto, los est udi os in mun ohi s t o q u í m i c o s confirma n los 
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presentan los animal es hapl oin suficiente s, pare ce cla ve la difere ncia en la 
expresi ón de endogli n a entre ambos tipos de anim al es Eng+/+  y Eng+/- , lo 
que dem u e stra la importancia que tiene la expresi ón de endoglina para que 
la angiogén esis se des arrolle con normali da d en el indi viduo adulto. 
El aumen t o en la expr esi ón de endog l i n a en teji d os en los que se est á 
producien d o angiog én esis ya ha sido de scri t o por otros autore s (Krupins ki y 
cols. , 1994; Rulo y cols. , 1995; Tors n e y y cols . , 2002) . Tambi é n se ha 
dem ost r a d o  una aten uaci ón de la angiog én esis in vitro cuan d o se inhibe la 
expresi ón  de en dogli n a ( Li y col s. , 2000 ). Nosotros observ am os un aumen t o 
en la expr esión de endoglin a tanto en los músc ul os isq ué mic os de los 
animale s Eng+/+  como en los de los Eng+/- . Sin embar g o el aumento que se 
produce en los Eng+/-  no parec e ser suf i ci e n t e par a que la ang i og én e si s se 
des arr o l l e normal m e n t e en estos animal e s.  
 
5 . Expresión de NOS en  tejid o s de raton e s Eng+/+ y 
Eng+/- 
Nuestro laborat o r i o ha demostr a d o recient e m e n t e que la 
hapl oins uficiencia de endoglin a se asocia a una deficiente vasodilataci ón 
depen dient e del en dotelio, caus ada por la expresi ón reducida de la óxi do 
nítrico sintasa en dote l i a l (eNOS) y la síntesi s deficie n t e de óxi do nítrico (NO) 
que prese n t an los anim al e s hapl oi n s u f i c i e n t e s (J erk i c y cols., 2004) . 
Ademá s, el NO des em peña un papel muy impor t ant e en el inicio del proce s o 
angiogéni c o, pues pr od uc e vas odil at aci ón y aum ent o de la permeabili da d 
vasc ular. Esto permite que los factores pr oa ngiogénic o s difun dan y se una n 
a rece ptor es específi cos de las cél ulas endoteli ales (Ziche y cols., 1994; 
Ziche y col s., 1997). Por estos motiv os pensam os que la defici e n cia en la 
expresi ón de eNOS que pres entan los animales Eng+/-  podrí a ser la caus a de 
la men or angiogéne si s que enc o ntramos en estos an imales res pect o a los 
control . 
Para anali z a r esta posib i l i d a d , estud i a m o s la expres i ó n de NOS en los 
animale s Eng+/+  y  Eng+/- . Val or a m o s en prime r lug ar la expre s i ó n de eNOS , 
la forma const i t ut i v a endot e l i a l de la enzim a , en los pulmon e s de los dos 
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tipos de ratones. Los nivel es de la eNOS en los ratones Eng+/-  fuero n 
aproxim adamente la mitad a los encontra dos en los ratones Eng+/+  (Figur a 
10). Los niveles de la forma fosfori l a d a de la proteí na (p-e NOS ) también 
fueron menores en los pul mon e s de anima l es Eng+/-  que en los de los Eng+/+   
(Figura 10) .  
 






































Figura 10 . Expresión de eNOS y p-eNOS en pulmones de ratones Eng+/+ y  
Eng+/-.  La dete rminación se re alizó me diante Weste rn blot utilizando un AcP de 
cone jo anti-e NOS y un AcP de cabra anti-p-e NOS. Se usó como control inte rno de 
carga la expre s ió n de α-tu b u l i n a . Los dato s se expresa n como la media ± EEM (n=6 
animales). Dife re ncias estadís ticas significativas se gún el test t de Stude n t: *p<0 .05 
vs ratone s Eng+/+ . 
 
Estos resul t ad o s dem uestr a n la relación existent e entre la expre sión 
de endogli n a y eNOS. Ade más del pu lm ón, esta relaci ón también se ha 
dem ostra do en otros tejidos de animales Eng+/+  y Eng+/- , com o son el riñón y 
la arter i a carót i da (Je r kic y cols. , 2004). 
 
6 . Expresión de eNOS en el músculo despu és de la 
isquem i a 
El sigui ente pas o fue an alizar la expres ión de eNOS des p ué s de 
producir la isquemia . Al igual que en  los casos ant eriores, realizam os el 
◄α-tubulina ◄α-tubulina 
◄eNOS ◄p-eNOS 
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estudio en los músc ul os aduct ores rec ogi d o s al cuarto día de liga r la arteri a 
femor a l .  
En los múscul os no-is qué m i c os (mús cul os con t r ol ) , enc on t r am o s que 
la expresi ón de ARNm de eNOS era men or en los ratones Eng+/-  que en los 
de los ratones Eng+/+  (Figur a 11). Este resul t a d o confi r m a la relac i ó n que 
existe entre la expre sión de endoglin a y la expresi ón de eNOS , y que ya 
había mo s encont r a do en el pulm ón (Figur a 10).  
Tras la isq uemi a, la expr e si ón de ARNm de eNOS se incre m e n t ó tanto 
en los mús cul os de animales Eng+/-  como en los de los anim ales Eng+/+ . Sin 
embargo, se manten ía la expr esión de eNOS reducida en los músc ul os 
Eng+/-  respecto a los Eng+/+  (Fig ur a 11). 
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Figura 11 . Expresión de ARNm de eNOS en los múscul os aducto r es de rato ne s 
Eng+/+ y Eng+/- después de cuatro días de la ligadura de la arteria femoral.  La 
dete rmi n ac ió n se reali zó media n te Northe rn blot. Se usó como contro l inte rno de 
carga la subun id ad ribo so m a l 28S. Los datos, obte n i do s en tres expe rime n to s 
dife re n te s , se expresan como la me dia ± EEM (n=6 animale s ) . Dife re n c ias 
estadís ticas significativas se gú n el te st de Sche ffe : *p<0 .05 vs músculos no-
isquémicos de ratones Eng+/+ ; # p <0.0 5 vs múscu lo s isquémi c os de rato ne s Eng+/+ ; 
& p <0 .05 vs múscu lo s no isqué mic os de rato ne s Eng+/- . NI: múscu lo s no-isq ué m icos . 
I: músculo s isquém i co s .   
 
Para confirm a r si las diferenc i a s a nivel de ARNm se traducía n en 
diferencia s en la proteína, est udi am os la expresi ón de eNOS en los 
mús cul os isquémic os y no-isq ué micos medi ante Weste r n blot.  
Los músc ulos no-is qué mic os de los an imales haploin sufici ente s 
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expresi ón de eNOS aument ó en los dos tipos de ani males res p ecto a los 
mús cul os no isq ué mi cos, pero el conteni do en eNOS seguí a sie ndo men o r 
en los ratones Eng+/-  que en sus control es Eng+/+  (Figura 12). Por tanto, 
dem ostram os que a nivel protei c o se mantienen las diferencias encontradas 
a nivel de ARN m. 
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Figura 12 . Expresión de eNOS en los múscul o s aducto r e s de ratone s Eng+/+ y 
Eng+/- después de cuatro días de la ligadu r a de la arteri a femora l.  La 
dete rminació n se re alizó mediante Weste rn blot utilizando un AcP de ratón anti -
eNOS. Se usó como control inte rno de carga la expresión de α- t u b u l ina . Los datos, 
obte nidos en tre s expe rime ntos difere nte s , se expresan como la media ± EEM (n=6 
animales). Dife re ncias estadís ticas significativas se gú n el te st de Sche ffe : *p<0 .05 
vs músculos no-isq uémicos de ratones Eng+/+ ; # p < 0 .0 5 vs múscu lo s isqué m i co s de 
rato ne s Eng+/+ . NI: músculos no-isqué micos. I: músculos isquémicos.  
 
7 . Angiogén e s i s post- i s q u é m i c a en ratone s Eng+/+ y 
Eng+/- tratados con L-NAME 
De bido a la asociaci ón exi sten t e entre la hapl oins uficienci a de 
endog l i n a y la defi ci e n ci a en eNOS (Jer ki c y cols. , 2004) , a las difer en ci a s 
encontra da s en eNOS a nivel de ARNm y prote í na en los mús cul os 
isqué m i c o s de los ani males Eng+/+  y Eng+/- , y a la impl icaci ón del NO en la 
regul a c i ón de la angiog é n e s i s (Zic h e y cols. , 1994; Zich e y cols. , 1 9 9 7) , 
deci dim os tratar los animale s con N-ni tr o - L - a r g i n i n a metil éster (L-NAM E ) , 
un inhi bid or no sele ct ivo de la NOS, dur ant e el period o de reper f u sió n 
poster i o r a la ligadu r a de la arteri a femor al. De esta manera evaluam os el 
efect o de la inhibici ón de la produ cci ón de NO en la perf u sión post -
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El L-N A ME es un aná lag o de la L- arg i n i n a que se compo r t a como un 
antagonist a com petit ivo de la NOS, la enzima que cataliza la reacción de 
síntesi s de NO (Marlet t a , 1994) . Según algunos aut ores, el L-NAME no 
inhibe completa men t e la producci ón de NO (Coh en y cols., 1997); seg ún 
otros la inhibi c i ón que prov oc a es total (Naga o y cols. , 1992) . 
Compr oba mos la efe c t ivida d en la inhibi ción de la sín t esis de NO en 
nuestro modelo medi ante el trat amien t o con L-NAM E . Para ello reali z a m o s 
una determin a c i ón de nitritos en el plasm a de los an imales a los veintioch o 
días de pra ct i car la ligad ur a de la arter i a femor al. 
Los ion es nitrito son product os aniónic os estable s que se form an a 
part i r de NO (Mar l e t t a , 1988; Angg a r d 1994). Por este moti v o, en ause n c i a 
de contami n a c i ó n bacter i a n a , la produ cci ón de nitritos se interpreta com o 
una medi d a direct a de la produ c ción de NO. 
El decrem ento en la con centra ción de nitritos en el pla sma de los 
animale s tratad o s con respec t o a los no  tratados demue stra cl aramente la 
efectiv i d a d del tratam i e n t o con L-NAME . Adem á s , este experi m e n t o 
corrobora la diferen c ia en la expresi ón de eNOS que existe entre los 
animale s Eng+/+  y Eng+/- , como lo demues t r a la difere n c i a en la 
conc entrac ión de nitritos en el plas ma de los anim a l es Eng+/+  y Eng+/-  sin 
tratar . Es import a n t e señal a r que la produ cci ón de NO des p ués del 
tratam i e n t o con L-NAME fue sim ila r en unos y otros animal e s (Fi gur a 13).  
 
Figura 13. Concentración de 
nitrit o s en el plasma de 
animal es Eng+/+ y Eng+/- 
tratado s con L-NAME en el agua 
de bebida (10 mg/Kg/día) . Se 
de te rminó la conce ntración de 
nitritos en las muestras de 
plasma obteni d a s a los ve intio c ho 
días de practicar la ligadura de la 
arte ria, segú n una modifica ción 
de l mé todo de Grie ss. Los datos, 
se exp re san como la med ia ± 
EEM (n=6 animales). Dife re ncias 
estadís ticas significativas según 
el te st de Sche ffe : *p<0 .0 5 vs 
rato ne s contro l Eng+/+ . C: 
animales control (sin tratar). N: 
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La inhibici ón de la síntesis de NO, pr od ujo una reducci ón en la 
recupera c i ó n de la perfusió n ti sular de los ratones Eng+/+  y Eng+/- , aunq ue 
en estos úl timos en menor medida. La veloci da d de reperfusi ón tisular en 
los anim al es tratados con L-NAME fue ig ual en los animales Eng+/+  y en los 
Eng+/- , por lo que las curvas de reper f usi ó n se sola p an (Figur a s 14 y 15). 
Así, nue stro estudi o dem ue stra claramen t e que la inhibici ón de la síntesis 
de NO reduce la neovasc ul a r i z a c i ó n post-i sq u é m i c a en los ratones Eng+/+ , 
mientras que el efecto es much o men or en los Eng+/- . Estos datos sugie r e n 
que, com o ocurre con la vasodil ataci ón depen dient e del en dot el i o (Jer kic y 
cols. , 2004) , el retra s o en la angiog éne sis encontrado en los ani males Eng+/-  
podría deberse a una reduc ción en la síntesis de NO, causa da por la baja 

























Figura 14 . Evolución de la reperf u s i ó n tisula r tras la ligadu ra de la 
arteri a femo ral en los animal es Eng+/+ y Eng+/- tradado s con L-
NAME en el agua de bebida (10mg/Kg/día) . La perfus ió n se midió 
con un sistema de flujome tría por lase r Dopple r. La pe rfusió n en la 
pata isquémica se calculó como porcen taje de la pe rfusión en la pata 
no isquémica (valor basal). Los dato s se expre s an como la media ± EEM 
(n=6 animales). 
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Figura 15 . Curvas de 
reperfusión tisular tras 
la ligad ur a de la arteri a 
femora l en los animal es 
Eng+/+ y Eng+/- tratados y 
no trata dos con L-NAME 
en el agua de bebida 
(10mg/Kg/d ía) . La 
pe rfu s ió n en la pata 
isquémica se calculó como 
porcentaje de la pe rfu sió n 
en la pata no isquémica 
(valor basal). Los datos se 
expre s a n como la media ± 
EEM (n=1 0 animales no 
tratados; n=6 animale s 
tratados ) . Dife re nc i a s 
estadís ticas significativ as 
se gú n el te st de 
Bonfe rro ni: curva Eng+/-  vs 
curva Eng+/+ , curva Eng+/+  
con L-NAME vs curva 
Eng+/+ ; curva Eng+/-  con L-
NAME vs curva Eng+/- , 
p<0.0 1 . 
 
Recien t e m en t e , alguno s inv est i g a d o r e s han demost r a d o la 
implic a c i ó n del NO en la regula c i ó n de  la angiog é n e s i s . Noiri y cols. (1998) 
afirma n que el NO induce un cam bio en el fenoti p o de las célul as 
endoteliale s, des de el estado estacion ario hasta un estado de loc om oci ón, 
que les permite migrar direcci onalmente.  Por otra parte, se ha establ eci d o 
que el NO medi a los efectos mitogénicos de VEGF en las célul as endoteli ale s 
(Mor bid e l l i y cols., 1996; Ziche y cols . , 1997) y que este factor de 
crecimi e n t o reg ula positiv a m e n t e la producc i ó n de NO endotel i a l y la 
prot e í n a eNOS (Papa pe t r o po ul o s y cols . , 1997; Hood y cols . , 1998) . Los 
don ad or es de NO, com o el nitr opr usi at o , prom ue v en la prol if er ación y 
migración de las célul as en doteli a l e s , mient r as que los inhibidor e s de eNOS 
inhiben estas res pues t as trascen dentale s en el pr oce s o angi ogéni co (Zi che y 
cols. , 1994) . Ademá s , Muroh a r a y cols. (199 8) han suger i d o que la eNOS 
modul a la angiogén es is en res p uesta a isquem i a tisula r , demost r a n d o un 
retraso en la angiog é n esis en las patas isq uémi cas de ratone s a los que les 
falt a el gen de eNO S. Tant o la pro lif e r a c i ó n , como la migrac i ó n y la 
diferencia c i ón de cél ulas en doteliales, det erminadas con un ensay o de 




























Resultados y discusión 
14 0 
dismin ui das en los an illos obteni dos de ani male s deficie n t e s en eNOS (Lee y 
cols. , 199 9) . Por últi m o, se sabe que el NO actú a com o un fact or de 
superviv en cia de las célula s endoteli ales y pue de ser nece sario para 
prevenir la apoptosi s durante las fase s ini c iales de la angiogén es is (Tz eng y 
cols. , 1997; Dimme l e r y cols. , 1997). 
 
8 . Angiogén e s i s in vitro a  p a r t i r de anillo s de aorta 
de raton e s  Eng+/+ y  Eng+/- 
Una vez demostra da la impli caci ón de la endoglin a en la angiog én esis 
con un model o de neova sc ular i z ación fisiol ógica  in vivo , deci dim os estudiar 
el proces o con un model o in vitro q u e nos per mit i e r a si mpli f i c a r las 
con dici one s  q u e se dan en el organism o y prof undi z ar en los mecani sm o s 
por los cuales la endogl i n a part ic i p a en  el proceso . Utiliz a m o s un model o 
que consis te en cuan tific a r el crecimien t o de pse u doc ap i l a r e s en Matrigel  a 
partir de anillo s de aorta extraí d o s de los animal e s . 
Realizam os los experimentos bajo tres con dici ones di stintas: en el 
primer estudi o cultivamos los anill o s de aorta embeb i d o s en Matrigel  con 
medi o de cult ivo DMEM/H A MF 12 1:1 que cont enía un 20% de SBF. A los 
tres o cuat ro día s, alg unas cél ul as comenz aron a mig r ar des de el borde de 
la aorta hacia el Matrigel (Fig ura 16A). Sucesi va mente estas primer as 
célul as mi graron y proliferaron hast a formar estruc t u r a s org ani z a d a s en 
form a de tubo (pse u do c a pi l a r e s ) (Figur as 16B, 16C y 16D), que se 
ramificab a n y crecí an ocupa n do el Matrigel de forma tridi m e n s i on a l . 
Anal i z a m o s median t e micr o sc op í a de cont r ast e de fases la apar i ci ón de las 
primeras células, así como la morfol o g í a y la superf i c i e ocupad a por los 
pse u doca pi lares (Fig ura 17A), no enc o ntrando diferencias entre los 
pse u do ca pi lar es Eng+/+  y Eng+/- . 
En el segundo estudi o las con d icione s de cultivo fueron simil ares, 
pero aña diendo al medi o de cul t ivo un suplem ento para el crec imiento de 
célul as en doteli ales (ECGS) y al  Matrigel  los factore s de crecimi en t o EGF y 
PDGF. En este caso, las célul as comen z ar on a migr a r desde la aort a a los 
tres o cuat ro días, ig ual que en el experim ento anterior, pero el crecimient o 
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de los pseudoca pil ares fue muy super i or . No obst a n t e , tamp oc o 
encontra m os diferenc i a s ni en la morfol ogí a ni en el crecimien t o entre los 
pse u do ca pi lar es Eng+/+  y Eng+/-  con estas con dic i on e s de cultivo (Fig ur a 
17B).  
En un terc er estudio , ade más de ECGS, EGF y PDGF añadi mo s TGF-
β1 al Matrigel . En estas con dici on e s , obtuvim o s curv as de cre ci mie n t o de 
pse u doca pi lares difere ntes entre los animal es Eng+/+   y Eng+/- : la prese n c i a 
de TGF- β1 en el Matrigel  hiz o que los pse udoc apil ares pr oveni entes de lo s 
ratones Eng+/-  prolif e r a r a n liger a m e n t e más rápi do que los pr ove n ient es de 
los rat one s Eng+/+ .  No obstan te las dife rencias no son esta dística men t e 






Figura 16 . Cultivo de un anillo de aorta en Matrigel. Condic iones de cultivo: 
DMEM /H AM F1 2 1:1, SBF 20%. Imáge ne s toma da s al micro sc op i o óptico de 
contraste de fase s (x 100 ( A) o x 40 ( B , C, D ) aume ntos). A. Tre s días tras el cultivo 
de la aorta. B . Cuatro días tras el cultivo de la aorta. C . Séis días tras el cultiv o de 
la aorta. D.  Ocho días tras el cultivo de la aorta. 














































































































 Figura 17 . Evolución del crecim ie n to de pseudo c a p il a re s en Matrigel a 
partir de anillo s de aorta . Los dato s se expre sa n como la me dia ± EEM. A. 
Condi c io ne s de culti vo : me dio DMEM/ HAM F1 2 1:1, SBF 20%. Los anill o s de 
aorta provenían de rato ne s Eng+/+  (n=3 animale s , 11 anillos) y Eng+/-  (n=3 
animales, 10 anillos). B . Condicio n e s de cultiv o : igual a “A”, añadien d o al 
me dio ECGS (100 µg/ mL)  y al Matrigel  EGF (0.7 ng/mL) y PDGF (12 pg/mL). 
Los anillos de aorta prove nían de ratone s Eng+/+  (n=5 animales, 12 anillos) y 
Eng+/-  (n=5 animales, 12 anillos). C . Cond ic io ne s de cultiv o : igual a “B”, 
añadie n d o al Matrigel  TGF- β1 (0.6 ng/mL). Los anillos de aorta provenía n de 
rato ne s Eng+/+  (n=2 animale s , 6 anillos) y Eng+/-  (n=2 animales, 6 anillos). 
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Con est os experiment os no enc o ntramos di ferencias en la formación 
de pse udocapil ares a partir de las aortas de los ratones Eng+/+  y Eng+/- . 
Proba blem ente las condici ones de creci mi ento con las que trabaja mos no 
eran las adec ua da s para hallar dichas dif erencias en la angiogénesis. La s 
con dici ones del modelo in vivo de reperfusi ón post -isq uémi ca son much o 
más com pl ejas en cuanto a cel ularidad , prod ucci ón de cito q uinas y otro s 
fact or es, cone xión del endot eli o con otros órganos y tejidos … Ésta podr í a 
ser la caus a por la cual en este model o in vitro no encontram os diferencia s 
en la angiogéne sis mientras que en el model o in vivo observ a mos 
claram e n t e un retras o en la angiog é n e si s de los raton e s Eng+/- .  
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9 . Culti vo y caracteri z a c i ón de células endoteli ales 
de aorta de ratón Eng+/+ y Eng+/- 
L a s cél ula s endoteli a l e s particip a n de manera fun dam en t a l en los 
proc es os de remo del a do vas cul a r y angiogé n esis (S um pio y col s. , 2002). Por 
otro lado, la endoglin a se expre s a fundame n t a l m e n t e en cél ulas endoteli a l e s 
(Goug os y Letar t e, 1988 a) y tiene un pa pel crític o en la funció n endote l i a l , 
puesto que la elimina ci ó n del gen de la endoglin a en ratones desenc ad e n a 
defect os en el desarrol l o car diova scul ar y el remodela do vasc ular (Li y col s., 
1999; Bour dea u y cols . , 2000 a; Arthur y cols. , 2000). Las mutac i ones en el 
gen de la endoglina human a son resp on s a b l e s de la HHT-1 (McAlli s t e r y 
cols. , 1994; Shovl i n y Letar t e , 1999), y la hapl oins u f i c i e n c i a de endoglin a 
parec e ser el mecani smo patog énico de esta enfermeda d vasc ular (Pe ce-
B a r b a r a y cols. , 1999) . Por todos est os motiv os , nos propu s i m o s gener a r 
cultiv os de célula s en doteli ales a partir de los raton es Eng+/-  y sus cont r ol e s 
Eng+/+ , con el fin de estudi ar el papel que el gen de la endoglin a dese mpe ñ a 
en la biol og í a endot e l i a l .  
Obt uvim os cultivos primarios de cél ula s endoteli al es a parti r del 
aislami ento de los pseudoca p i l a r e s que crecían de los anillos de aorta en el 
Matrigel ( Fi g ur a 16) . Recogi mos los pse udoca pilare s del Matrigel  al noveno 
día del cultivo de la aorta, debido a que des pués de est e tiempo comienz a n a 
remitir. Este hecho proba ble m e n t e se de ba a la falta de ciertos factore s 
neces arios para el des arrollo y la maduraci ón de los capilare s sanguíne os. 
Para el aislamient o de los pseudocapil ares utilizamos una sol uci ón no 
enzimática para que las cél ula s fueran dañ ada s lo menos posibl e. Una vez 
aisla do s, se dej ar on en pla ca s de cu lti vo para permiti r la adhesi ó n y 
crecimient o de las cél ulas en doteliales (Fig ura 18). 
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Figura 18 . Pseudocap il a r es aislado s del Matrigel y sembra do s 
en una placa petri . Podemo s obse rva r como algu na s cé lu las 
proven ie n te s de los pseudo ca p i la re s se adhie ren a la placa. Medio 
de culti vo : DMEM /H AM F1 2 1:1, SBF 20%. Image n tomad a al 
microscopio óptico de contraste de fase s (x 20 aume ntos). 
 
Cada cult i vo primar i o de cél ul as endot el i ales de aort a de ratón 
(CEAR) pr ocedente de animales Eng+/+  y Eng+/-   fue caracteri z a d o en los 
pas es 3, 6 y 9 medi ante criterios morfol ógic os e inmun ológi c os. De esta 
manera evitamos posi bles contamin a c i o n e s con otros tipos cel ulare s 
presente s en la aorta (fibrobl astos y cél ulas de músc ul o liso vasc ular), y nos 
aseg uram os de que la expre sión de marc adores de cél ulas en doteliales no se 
perdí a com o con sec ue ncia de la suce sión de pas es.  
 
9.1. Morfología 
Las CE AR aisla das formaban monoca pas confluente s con aparie nc i a 
de adoq ui nado cara cterísticas de las célul as en doteli ales en cultiv o. 
Ademá s, encontram o s diferen cias en la monoca pa formada por las célul a s 
prov enient es de ani males Eng+/+  y las prov enient es de ani males Eng+/- . 
Mientras las CE AR Eng+/-  tenían una forma alargad a , las Eng+/+  tenía n un a 
forma mucho más redon de ada, típica de las cél ulas en doteliales. En 
general, las CE AR Eng+/-  present a b a n un a aparie n ci a menos reg ula r que las 
Eng+/+   (Fig ura 19). 
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Figura 19 . Monocapas confluen tes de CEAR  Eng+/+ (A) y  Eng+/- (B).  Medio de 
culti vo : DMEM-H AM F12 1:1, SBF 10%. Imáge n e s tomad as al micros co p io óptico 
de contraste de fase s (x 40 aumentos).  
 
Por otra parte, comproba m o s la capa cidad de las CE AR para forma r 
estructu r a s organiza d a s en sustratos tridimen sion ales. La capa cidad de 
form aci ón de estas estr uct ur as es un proce so que se usa norm a l m en t e para 
distinguir célul as en doteli ales de otras célula s con t aminantes com une s 
(Dong y cols., 1997). Ademá s, el número y com pleji dad de las estructura s 
similares a capilares ha sido rel acion ado con la capa cida d angi ogénic a de 
las cél ulas endoteli ales en culti vo. Tant o las CE AR Eng+/+  como las Eng+/- 
formaron rápi dam ente estruct uras similar es a capila res en Matrigel , per o 
eran much o más clar as y defini das en el caso de las CEAR Eng+/+  ( F i g u r a 
20). Nuestr os res ultados conc uer dan con otros previ os que demuestran que 
la forma ci ón de tubos es inhibida en cél ulas endoteliale s humana s 
proced e n t e s de la vena umbili c a l (HUVE C ) defici e n t e s de endogl i n a (Li y 
cols. , 2000 ) . 
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Figura 20 . Estructura s formad as por las CEAR Eng+/+ (A) y  Eng+/- (B) en 
Matrigel. Medio de culti v o : DMEM -H AM F12 1:1, SBF 20%, ECGS 100 µg / m L . 
Imáge nes tomadas al microscopio óptico de contraste de fase s a las seis horas 
de semb ra r las cé lu la s (x 20 aume nto s ).  
 
9.2. Marcadores celulares 
M e d i a n t e técnicas de inm un oflu o r e s c e n c i a y/o Western blot , 
localiz am os en las CEAR difere ntes marca dore s cel ul ares caract erísticos de 
célul as en dotel i a l e s (Garlan da y Dejan a , 1997): factor von Willebr a n d 
(Fact or VIII) (Figur a s 21 y 25A), PEC A M- 1 (Figur as 22 y 25B), VCAM (Fig ur a 
25C) y endogli n a (Fig ur a s 26 y 27). 
Tam bién detectam os la expresi ón de  eNOS (Figur a 28), VEGF (Fi gur a 
25D) y act in a (Figur a s 23 y 25E). Obser v a m os como esta últim a forma 
fibr as de estr és perf e ct ament e organi zada s que com p onen el cit oes queleto 
celul ar (Fig ura 23). Estas proteín as no son espe cíficas del en dotel i o, per o su 
detecc i ó n junto con otros marcad o r e s cel ula r e s se utiliz a en la 
caracter i z a ci ó n de cél ulas en dotel i a l e s . 
Para aseg urarnos de que los cultiv os de CEAR no estaban 
contamin a dos con células de músc ul o liso vasc ular, analizam os mediant e 
inmun ofl u o r e s c e n c i a la expresi ón de un  marcad o r carac t e r í s t i c o de este tipo 
celul ar: act ina de mús cul o lis o vascul ar. Las CE AR era n negativa s para este 
marca dor. Usam os como control positivo un lisado de cél ulas de músc ul o 
liso vasc ul ar de un cult ivo pr imar i o de rat a (Figur a 24). 
 
 




F i g u ra  2 1 . Expresión del factor von Willebran d en el citopl a sm a de las CEAR. 
Me d i o de culti vo : DMEM/ HAM F12 1:1, SBF 10%. La tinci ó n se re ali zó por 
inmuno fluoresce ncia indire cta utilizando un AcP de cone jo anti-factor von 
Willebrand humano . Los núcleos se tiñe ron con Hoechst. Imagen tomada al 
microscopio óptico de fluoresce ncia (x 400 aumentos). 
 
 
F i g u ra  22.  Expresión de PECAM-1 en la membran a plasmá t ic a de las CEAR. 
Me d i o de culti vo : DMEM/ HAM F12 1:1, SBF 10%. La tinci ó n se re ali zó por 
inmuno fluoresce ncia indire cta utilizand o un AcP de cabra anti- P EC AM -1 . Los 
núcleos se tiñe ron con Hoe chs t. Imagen tomada al microscopio óptico de 
fluo re sce ncia (x 400 aume nto s ). 
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F i g u ra 23. Expresión de 
actin a en el cito pla sm a 
de las CEAR. Med io de 
cultivo: DMEM/HAMF12 
1:1, SBF 10%. La tinción 
se realizó por 
inmuno fluoresce ncia 
dire cta utilizando como 
anticue rpo Faloid ina 
conju gad a con Ore go n 
Gree n 488. Los núcleos se 
tiñe ron con Hoechst. 
Image n tomada al 
microscopio óptico de 
fluo re sce ncia (x 400 








Figura  24.  Expresión de actin a de músculo liso vascul ar en el citopl a sm a de las 
CEAR (A) y en células de múscul o liso vascular de rata (B). Me dio de cultivo: 
DMEM /H AM F1 2 1:1, SBF 10%.  La tinción se realizó por inmu nofluore sce ncia 
indire c t a utiliz a n d o un AcM  de rató n anti-actina de músculo liso vascula r, Clon 
1A4. Los núcle os se tiñe ro n con Hoechst. Imáge nes tomadas al microscopio óptico 
de fluo re scencia (x 400 aumento s ). 















Figura 25 . Expresión de marca do r es celul ar e s de célul as 
endo te l ial es en lisados de CEAR Eng+/+ y Eng+/-. Medio de cultivo: 
DMEM /H AM F1 2 1:1, SBF 10%. La de te rmi n ac ió n se realizó median te 
Weste rn blot utilizando anticue rpos  p o l ic l o na le s de cone jo  (anti-factor 
Von Willebra nd, anti-actina) y de cabra  (anti-PECAM-1, anti- VCAM, 
anti-VEGF). 
 
1 0 . Expresi ón de endogli n a en las CEAR Eng+/+ y 
Eng+/- 
La en dogli n a se enc uentra en altos niv el es en el endoteli o vascul ar 
(Goug os y Letarte, 1988 a) y su ex presi ó n se utiliza habitu a l m e n t e como 
marcado r de cél ulas endotel i a l e s (Garlan d a y Dejana, 1997). 
Analiz a m o s la expresi ó n de endogli n a en las CEAR median t e las 
técnica s de inmun ofl u o r e s c e n c i a y Western blot. Con estos experim e n t o s 
pretendí am os, en pri mer lugar, dem ost r a r la expresi ó n de endogli n a en el 
cultivo pri mario de células en doteli a l e s y, en seg un do lug ar demost r a r la 
hapl oinsuficiencia de endoglina en las CEAR Eng+/- . 
La endogl ina se distribuía hom ogéne a mente en la mem bran a 
plas mática de ambos tipos cel ul ares, pero en las CE AR Eng+/+  la inten s i d a d 
de tinci ón era may o r que en las Eng+/-  ( Fi g u r a 26). El posteri o r anális i s 
medi ante Western blot demostró que las CE AR Eng+/-  expresa ba n 
aproxim adamente un 50% men o s endoglin a que las Eng+/+  (Fig ur a 27) . E s t e 
resultado confirmó la hapl oin sufic i e n ci a de endoglina en las CE AR 
prov enient es de ani m ales Eng+/- .  
                          Eng+/+     Eng+/- 
A    ◄Factor von Willebrand 
B    ◄PECAM-1 
C    ◄VCAM 
D    ◄VEGF 
E    ◄Actina 





F i g u ra  26 . Expresión de endo glina en la membra na 
plasm á t ic a de las CEAR Eng+/+ (A) y Eng+/- (B).  Medio de 
cultivo : DMEM/ HAM F12 1:1, SBF 10%. La tinció n se 
re alizó por inmunofluore scencia indire cta utilizando el 
AcM anti-e ndo g l i na de ratón MJ7/18. Los núcleos se 
tiñe ron con Hoechst. Image n tomada al microscopio 
confocal (x 630 aumentos). 









Figura 27 . Expresión de endo gl ina en lisados de CEAR Eng+/+ y Eng+/-. Med io 
de culti vo : DMEM /H AM F1 2 1:1, SBF 10%. La de te rminació n se re alizó mediante 
Weste rn blot utilizando el AcM anti-e ndoglina de ratón MJ7/18. Se usó como 
control inte rno de carga la expresi ó n de α-tubu lina. Los datos, obte nido s en tres 
expe rime n to s dife re nte s , se expre san como la me dia ± EEM (n=4). Dife re nc i a s 
estadís ticas significativas se gún el test t de Stude n t: *p<0.0 1 vs CEAR Eng+/+ . 
 
1 1 . Expresi ón de eNOS en las CEAR Eng+/+ y Eng+/- 
L a expresi ó n de eNOS en el endotelio tien e sum a importan c i a debido 
a la funci ón del NO en el con t rol del tono vas cul a r (Rees y cols., 1989; 
Katusic, 1992). Ade más el NO jueg a un  papel muy import a n t e en el inicio 
de la angi ogé n e s i s (Zi che y cols., 1997; Noir i y cols., 1998).  
Dadas las diferenci a s en contra das en la expresi ón de eNOS en 
animale s Eng+/+  y Eng+/- , quisi mos eval u ar si esa s diferencia s tambi én 
existían en las célul as endoteli ale s.  
Encontram os que las CEAR Eng+/-  presenta ban un os niveles de eNOS 
aproxim adamente un 30% más reducidos que los de las Eng+/+  (Figur a 28) . 
Por tanto, la expres i ó n reduci d a de endogli n a que tienen las CE AR Eng+/-  se 
correlaci on a con un a dismin ución en la expresión de eNOS , como ya 



































Figura 28. Expresión de eNOS en lisado s de CEAR Eng+/+ y Eng+/-. Med io de 
culti vo : DMEM/ HAM F12 1:1, SBF 10%. La  dete rminación se realizó me diante 
Weste rn blot utilizando un AcP de cone jo anti-eNOS. Se usó como control 
inte rno de carga la expre s ió n de α- tu bu lina. Los dato s, obte nido s en dos 
expe rime ntos dife re nte s , se expre s an como la me dia ± EEM (n=4). Dife re nc ias 
estadís ticas significativas se gún el test t de Stude n t: *p<0.0 1 vs CEAR Eng+/+ . 
 
Estos expe rimentos demuestran que los cultivos prim arios de cél ulas 
endoteliale s proc ede n tes de animales Eng+/- , son haploin s uficientes en 
endoglina y que dich a haploin s uf icienci a se asocia a una dismi n uci ón de la 
expresi ón de eNOS.  
El siguien t e obj etiv o fue est udia r la prolifer a c i ón , migraci ó n y 
producci ón de matri z extrac el ular en estas célul as y anal izar si la 
deficien cia en endoglina modificaba di c has propi eda de s bi ológi cas del 
endoteli o , todas ella s fundamen t al e s en pr oces os angi ogén i c o s . 
 
12. Efecto de la haploi nsuficiencia de endogli n a en 
la prolife r a c i ó n de las CEAR 
U t i l i z a m o s la técnic a col or i m é t r i c a de tinció n de núcleo s con cr ista l 
violeta par a estudiar el efecto de la ha pl oinsuficien cia de endoglina en la 
proliferaci ó n celular de los cult ivos prima r ios de CEAR. Con esta técnica , 
determina mos el inc r emento en el núme ro de cél ul as durante och o días . 
Obt uvim os curv as de prolifera c i ón en el tiempo muy diferente s para las 
Eng+/+  y las Eng+/- . A los dos días de sem brar las células, el númer o de 
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CEAR Eng+/+  ya casi habían duplica d o a las Eng+/-  a los cuatro días (2219 5 
± 879 CE AR Eng+/+  y 1230 3 ± 591 CEAR Eng+/- ) . Estas difer e n c i a s 
aum ent ar o n aún más en los días seis y och o del estudi o (5846 5 ± 130 5 
CEAR Eng+/+  y 4142 0 ± 1196 CEAR Eng+/- ) (Figur a 29).  
Como se observ a tam bién en la Figura 29, las CE AR Eng+/+ dej ar on 
de prolifer a r (proba b l e m e n t e por alcanz a r la confluencia) en el día seis , 
mientra s que las Eng+/-  sigui er o n prolif er a n do per o a un ritmo much o más 
lento. Las Eng+/-  nun ca alcanz a r o n en número a las Eng+/+ , debid o a que 
llegaban al estado de confluenci a con un  númer o muy infer i or de célul as al 
de las Eng+/+  (Figur a 29). Probab l em e n t e sea la forma mucho más regul a r de 
las CE AR Eng+/+ , la que permit e la super vivenci a de un númer o may or de 
célul as en mon oca pa que en el caso de las Eng+/- , cuya form a es much o más 




Figura 29 . Curvas de proliferac ión de las CEAR Eng+/+ y 
Eng+/- . Medio de culti v o : DMEM / HAM F1 2 1:1, SBF 10%. Se 
se mb raro n 4000 CEAR en cada pocillo y a las 24 horas 
(tiempo 0) y 2, 4, 6 y 8 días los núcle o s de las cé lu l a s se 
tiñe ron con cristal viole ta. La absorb ancia se midió 
espectrofotomé tricame nte y se comparó con una curva 
abso rbancia- nº de células previame nte elab orad a. El 
expe rime nto se repitió dos veces obte nié ndose resultados 
similare s. Los datos se expre s an como la media ± EEM (n=6 
pocillos). Dife re nc ias estadísticas significativas se gú n el test 
de Bonfe rroni: *p<0 .0 1 vs curva CEAR Eng+/+   
 
Realizam os adem ás un análi sis del cicl o cel ular de las CEAR 
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célul as in dujo retenci ón del cicl o celula r en las fases G0/G 1. El númer o de 
célul as que se enc o ntraban en las fase s S+G2M era significativam ente 


















Figura 30 . Análisis del ciclo celular de las CEAR Eng+/+ y Eng+/- med ia nt e 
citometría de flujo. Me d io de culti v o : DMEM/ H AM F12 1:1, SBF 10%. Las 
cé lulas se tiñe ro n con yodu ro de prop id io . Izquierd a.  Histogramas re sultante s 
de la adquis ición de las cé lu las en el citó metro. ■: cé lulas apópto ticas. ■: 
cé lu las en fase G0/G1.  ■: cé lulas en fase S. ■: cé lula s en fase G2/M. 
Derecha . Los datos, obte nidos en cuatro expe rime ntos difere nte s , se expresan 
como la media ± EEM (n=7 placas de cultivo). Dife re nc ias estadísticas 
significativas se gún el test t de Stude n t: *p<0.0 5 vs CEAR Eng+/+ . 
 
A la vista de todos estos datos podem os afirmar que la 
hapl oinsuficiencia de endoglina produce un des cens o en la proli f era c i ó n de 
las CE AR. En conc ordan cia con est a afirmaci ó n , otros autores han 
dem ostra do que la expre sión de endoglin a en HU V EC es may or en cél ul as 
en pr oliferación que en cél ulas quie sc e n t e s (Burro w s y cols., 1995). Li y 
cols. (2000) , utiliz a n d o un oligon u c l e ó t i d o antise n t i d o demost r a r o n que la 
endoglina antagoni z a el efecto inhibito r i o que el TGF- β 1 tien e sobre la 
prolif e r a c i ó n , la migrac i ó n y la form aci ón de tubos en las HUV EC. Se ha 
descri t o tambi é n que exist e una corre l a ci ón entre los niveles de endoglina y 
algun os marcadores de prolifer ación cel ula r (cicli n a A y Ki-67) en el 
endote l i o tumor a l (Mi ll e r y cols . , 1999). Adem á s , se ha dete c t a d o una fuer t e 
intensi d a d de tinci ón para en dogli n a en  células endot eliales vas culare s de 
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tejidos en los que se está produci e n d o angi ogé n e s i s (tej ido s en reg ener a c i ó n , 
inflamad o s o tumoral es ) en com paraci ón con la tinci ón en contr ad a en las 
célul as endotel i a l e s vascul ar e s de tejid o s sanos (Mill e r y col s. , 1999; Wang y 
cols . , 1994 ; Bodey y cols . , 1998; Tors n e y y cols . , 2002 ) . Por últi m o, Lebr i n y 
cols. (2004) dem uest r an con sus experi men t os que la endoglina aum enta la 
prolife r a c i ó n endote l i a l promov i e n do la señ ali z aci ón de TGF- β a través del 
recept or ALK-1. Esta s evidenci as indic an que los niveles de endoglina 
regula n la prolife r a c i ó n endote l i a l .  
Es pr obable que la pr oliferación más lenta de las CEAR 
hapl oins u f i c i e n t e s tenga su or igen  en una menor produc c i ó n de NO, 
causa do por la men or expresi ón de eNOS en estas célul as. La expre sión 
reduci d a de eNOS en las CEAR Eng+/-  respecto a las CE AR Eng+/+  se 
dem ue str a en este tr abaj o (Figura 28). Los estudi os realiza do s por Zich e y 
cols. (1994) en los que afirm a n que los donad or e s de NO, como el 
nitropru s i a t o , promuev e n la prolif eración y migra c i ón de las cél ula s 
endoteli a l e s , mientras que los inhi bidor e s de eNOS inh iben esta s 
resp uest a s , apoy an est a teor í a. Más recie n tem e n t e se ha dem ostrad o la 
implicaci ó n de la metalopr otein asa 13 en  la activa c i ó n de la migrac i ó n de 
las cél ulas endoteliale s que produce el NO (López Rive ra y cols., en prensa). 
Por otra parte, sabem os que son numerosa s las señal es que llegan a 
las cél ula s endotelial es des pué s de la isque mia, al gunas de las cuale s 
inducen prolife r a c i ó n (VEGF, bFGF) y otras in ducen retenci ó n del 
crecimi e n t o y apopt o si s (hipoxi a, TGF- β1) . Ade más, se ha dem ostrado que 
las cél ula s que sobre expresan endoglin a son más resistentes a los efectos 
apopt ót i c o s produci d o s por la isquemia y el TGF- β1 (Li y cols., 2003). Por 
tanto, la diferen c i a en la prolife r a c i ó n entre las CE AR Eng+/+  y Eng+/-  p o dr í a 
deberse, al menos en parte, a la di ferente respuesta ante los estímul os 
apopt ót i c o s de una s y otras. Además  alg u nos est udi os han demost r a do que 
el NO act ú a como un factor de superviven c i a de las células endot eliales que 
puede ser neces ario para pre ve n ir la ap optosis de dichas cél ula s dura n te la 
fase inicial de la angi ogé n e s i s (Tz eng y cols., 1997; Di m mele r y col s., 1997). 
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13. Efecto de la haploi nsuficiencia de endogli n a en 
la migración de las CEAR 
Est udi am o s el efect o de la haploin suf ici encia de endoglin a en la 
migración de las CE AR medi an te dos téc nicas disti n tas. En primer luga r 
analizam os la capaci dad de migr ación de las CEAR a través de membran as 
de polie t i l e n o teref t a l a t o. Los inser t os con este tipo de membr a n a (por os de 
8 µm de diám etro) son espe cí ficos para estudi os de migraci ón cel ular. 
Sembra m o s las CE AR en los insertos y las permitim o s migra r a través de 
estas mem branas durante dieci séis hora s, des de el medi o en el que se 
encontr a b a n (SBF 2% ) hacia un medio más rico en suero (SBF 10%) que 
nos sirvió com o qui mioatrayen t e (Figur a 31). Al cuan t i f i c a r el núme r o de 
célul as que habían atravesa do la membra na median te la tinci ó n nucl ear 
con cristal violeta, comproba mos que el número de CEAR Eng+/-  que habí a n 






Figura 31 . Migración de las CEAR Eng+/+ y Eng+/- hacia un medio más 
rico en suero .  Tal como se obse rv a en el dibu jo , se semb ra ro n 100000 CEAR en el 
inse rto con DMEM /H AM F1 2 1:1, SBF 2% y se incub a ro n duran te dieci sé is horas , 
pe rmitie nd o la migración hacia el poc illo que conte nía DMEM/HAMF12 1:1, SBF 
10%. Tras ese tiempo, los núcleos de las cé lu la s que habían migrad o (parte infe rior 
de la membrana) se tiñe ron con cristal viole ta. La abso rbancia se midió 
espectrofotomé tricame nte . Los datos, obte ni dos en cinco expe rime ntos dife re nte s , 
se expre s an como la media ± EEM (n=1 2 inse rtos). Dife re ncias estadísticas 
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La segun da técnica utilizad a para el estudi o de la mig r ació n con sist e 
en realizar “herida s” (levanta r y retirar las cél ula s) en la monoca pa de 
célul as confluentes y estudiar la migraci ó n celul ar hacia la zona dañ ada . 
Para realiz ar esto s exper i ment os , deplec cio n amo s las cél ulas con SBF 2% 
para evit a r que pr ol i f er ar an y únic ame n t e migr a r an desd e las zona s 
adya centes hacia los espaci os dañados. Previam ente com proba mos que con 
esta con ce n tración de suer o prácticam e n t e no había prolife r a c i ón cel ular y 
que el cult ivo prim ario de CEAR no resul t aba daña do. Las CEAR Eng+/+  
migraron visible mente más hacia las zonas daña da s que las Eng+/- , com o se 
apreci a en la Fig ura 32. A las veinticu a t r o horas de reali z a r las “heri d a s ” , 
obt uvim os una diferencia signi f icativa entre la distancia migr ada por las 
CEAR Eng+/+  (38.2 ± 5.1% res pect o a la “h erida” inicial) y la distanci a 
migrada por las CEAR Eng+/-  (21. 9 ± 4. 1%) (Figur a 32). 
A los exper i mentos de migración expue stos podem os añadir el hech o 
de que las CEAR Eng+/-  pres enta ron una menor capa c i da d de org anizarse en 
tubos cua n do las sem br am os en Matrigel  en comp ar aci ón con las CE AR 
Eng+/+  (Fig ura 20). En este proc eso de for maci ón de estructura s organiza da s 
similares a capilares característic o de las cél ulas en dot eliales es suma mente 
impor t a n t e la capa c i d a d de migra c i ón . 
Estos experi m e n t o s in vitro demue stran que la ha plo i n s u f i c i e n c i a de 
endoglina dismin uye la capaci da d de migra ción de las CEAR.  
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Figura 32 . Migración de las CEAR Eng+/+ y Eng+/- hacia zonas 
sin célul a s de la monoca p a . Las cé lu las se deple ccio na r o n con 
DMEM /H AM F1 2 1:1, SBF 2%. A las diecisé i s horas se re aliza ro n 
las “he rid as ” en la mono capa con una punta de pipe ta y 
veinticuatro horas desp ués se cuantificó la migración ce lu lar. 
Imáge nes tomadas al microscopio óptico de contraste de fase s (x 
40 aumentos). La gráfica repre senta la cuantificación de la 
distancia migrada (dife re ncia entre la distancia inicial sin cé lu las 
y la distancia a las ve inticuatro horas). El resultad o se corrigió 
por la distancia inicia l. Los datos, obte nidos en dos expe rime ntos 
dife re n te s , se expre s a n como la media ± EEM (n=12 ) . Dife re nc i a s 
estadís ticas significativas según el test t de Stude n t: *p<0 .05 vs 
CEAR Eng+/+ . 
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Varias líneas de invest i g a c i ó n han pu esto de manifiest o el papel de la 
endogli n a en la modulac i ó n de la migraci ó n celul ar  in vivo e in vitro . 
Algun os autores han dem ostra do un aum e nto en la expre sión de endoglin a 
en cél ula s de músc ul o lis o vas c ular en res puesta a un dañ o. Estos autore s 
sugieren que, en esta s cél ula s, la endoglina es la molécul a res p onsa ble de 
la inhibici ó n de la migració n cel ular que produce el TGF- β (Conle y y cols., 
2000; Ma y cols. , 2000). Otros est udi os han demo st r ado que la 
sobree xpre sión de endoglina en algunos tipos celulare s , como los 
fibrob l as t o s (Guerr e r o - E s t e o y cols., 199 9) y las cél ulas pr ostáticas (Li u y 
cols., 2002) , inhib e la migrac i ó n ce lul ar. Incluso se ha des crito un 
mecani s m o para explic a r el control que tiene la endogli n a sobre la 
migración celul ar, basado en la interacción de endogli n a con las adhe sion es 
focales (Conley y cols. , 2004) 
Sin embar g o, esta es la primera vez que se dem ue stra que en cult ivos 
primari o s de cél ul as endotel i a l e s la  hapl oins u f i c i e n c i a de endoglin a 
dismin uye la migr ación cel ular . Se ha propu est o un modelo para célul as 
endoteliale s seg ún el cual el aumento de la expre sión de endog lina decant a 
la señaliz ación de TGF- β a través del recept or ALK- 1. Esta vía de 
señali z a c i ó n promue v e la prol ifera c i ó n y la migración de las cél ulas 
endote l i a l e s (Gouma n s y co ls . , 2002; Lebr i n y cols . , 2004; Lebr i n y cols . , 
2005; Blan c o y cols. , 2005) . 
 
14. Efecto de la haploi nsuficiencia de endogli n a en 
la acumula c i ó n de matriz ex trace l u l a r en las CEAR 
D u r a n t e la formaci ón de nue vos vas os, son continu o s los proces o s de 
degra daci ó n y de deposici ón de matriz extr acel ular. En la fase de inicia ción , 
las cél ul as en doteliales de los vasos preexistente s produce n 
metaloprot einasa s matriciales que degra dan la membrana basal que las 
rode a. Las metaloprot einasa s también son neces arias en la degr ada ción de 
la matriz extracel ular que se encuen t r a delant e del nuev o vaso, facilitando 
así su pene t r a c i ón y acomo da c i ón . Por últ imo, en la fase de res oluci ó n la 
membr a n a basal debe ser recon s t i t ui da (Kall ur i y cols. , 2003).  
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Algun os estudi os in vitro han dem ostra do cómo la expresi ón de 
endoglina regula la acumul aci ón de alg unos com pon entes de la matriz 
extrace l u l a r en vari os tipos celular e s (La stre s y cols., 1996; Let amen dí a y 
cols., 1998 b; Guerre r o - E s t e o y cols . , 1999; Díez - M a r q ue s y cols . , 2002; 
Obre o y cols. , 2004) . Todo s estos estu d i os se han real i z ad o en línea s 
celul ar e s transfe c t a da s con en dogli n a . 
Para com p r obar si la hapl oins uf icienci a de endogli n a alter ab a la 
deposici ón de matri z extracel ular  en las CE AR, hicimos estudios de 
expresi ón de fibron ec t i n a y colá geno.  
Los nivele s de fibron e c t i n a , determ i n a d o s por Weste r n blot, fueron 
aproxim adamente un 20% may ores en las CE AR Eng+/-  que en las Eng+/+  
(Figura 33) .  Aunq ue las diferenc ias no son estadístic amente sig nificativas, 
en todos los experim e n t o s enc on t ra m o s niv eles más altos de fibronect i n a en 










Figura 33 . Expresión de fibron ect i n a en lisado s de CEAR Eng+/+ y Eng+/-. 
Me d i o de culti v o : DMEM/ HAM F12 1:1, SBF 10%. La de te rmi n ac ió n se 
re alizó mediante Weste rn blot utilizando  un AcP de cone jo anti-fibronectina 
de rató n. Los dato s, obte nidos en cuatro expe rime ntos dife re ntes, se 
expre s an como la media ± EEM (n=5). 
 
La acum ulación de col ágen o se deter minó por la técni ca de 
incorporaci ón de [ 3 H]- prolina, la cual fue aproxima da mente dos veces más 
alta en las CE AR Eng+/-  que en las Eng+/+ . Cuando estimulam os las cél ula s 
con TGF- β 1, la acum ulaci ón de colág eno aumen t ó consi der a bl e m en t e en las 
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Eng+/-  la acum ul aci ón de col ág en o aum en t ó en men or medi da (alr ede d or de 
1.6 veces). Por otra parte, com probam os que la acumula ción bas al no se 
debe al efe ct o del TGF- β 1 li ber a do por las célul as, pues al trat ar las con un 
anticuer po neut r aliza n t e de TGF- β 1, los niveles de colágen o no variaron 
respe cto a los nivele s bas ales, tanto en las CEAR Eng+/+  como en las CE AR 































                  TGF-β1           -       +      -                  -      +      - 
              Anti-TGF-β1           -       -      +                  -      -      + 
 
Figura 34. Incorporac ió n de [ 3 H]-prolin a a proteín a s colágen as 
en el medio de cultivo de las CEAR Eng+/+ y Eng+/-. Las cé lu las se 
deple cc i o naro n con DMEM, SBF 2% durante diecisé is horas. 
De spué s se incub a ro n ve inticu a tro horas con DMEM , SBF 2%, que 
conte nía [ 3 H]-prolina (2 µC i / p o c i ll o ) y TGF- β 1 (1 ng/mL ) o el 
anticue rp o anti-TGF - β1 (500 ng/mL). Tras ve inticuatro horas se 
re co g ió el medio de culti v o y se dete rmi nó su radiac tiv i da d en un 
contad o r de partícu las β . Los datos, obte nidos en cuatro 
expe rime ntos dife re nte s , se expresan como la me dia ± EEM (n=10 
pocillos al me nos). Dife re nc ias estadísticas significativas se gún el 
te st de  Kruskal- Wallis: *z>1.96 vs Eng+/+  sin tratamie nto; # z>1.9 6 
vs Eng+/+  tratadas con TGF- β 1 ; & z>1.96 vs Eng+/+  tratadas con anti-
TG F - β 1 ; ‡ z>1 .96 vs Eng+/-  sin tratamie nto; § z>1.96 vs Eng+/-  
tratadas con TGF- β1 . 
 
Por tant o, la hapl oins uf icienci a de endoglina prod uce un aumen t o en 
la acumul ac i ó n de colág eno en las CE AR. El tratam i e n t o con TGF- β1 , 
estimul a dicha acum ulaci ón, pero lo hace en may or medi da en las CEAR 
Eng+/+  que en las Eng+/- .  
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Mediant e Western blot estudi am o s la expresi ón del fact or de 
crecimient o del teji do cone ctiv o (CTGF) en las CE AR Eng+/+  y Eng+/- . El 
CTGF es una citoq u ina que está invol ucr ada en la deposici ón de matriz 
ext r acel ul a r media d a por TGF- β (Mori y cols., 1999). Además se ha 
dem ostra do que VE GF 1 6 5  puede formar un com pl ejo con CTG F, el cual 
suprime la actividad angiogénic a de VEGF 1 6 5  (I noki y cols. , 2002).  
La expresi ó n de CTGF en las CEAR Eng+/-  fue cinc o vece s may or a la 
expresi ón en las CE AR Eng+/+  (Figura 35) . La endog l i n a parece regula r la 
producci ón de CTGF en las célula s en doteliale s, ya que las cél ula s 
hapl oins uficientes tie nen un os niveles de la citoq uin a mucho más alt os a 
los enc ontr a d o s en las célula s control . 
 
 










Figura 35. Expresión de CTGF en lisado s de CEAR Eng+/+ y Eng+/-. Med io 
de cultiv o : DMEM /H AM F1 2 1:1, SBF 10%. La de te rmina c i ó n se realiz ó 
me diante Weste rn blot utiliza n d o un Ac P de cabra anti-CTGF. Se usó como 
control inte rno de carga la expresión de α-tub ulina. Los dato s, obte nido s en 
dos expe rime n to s difere n te s , se expre s a n como la media ± EEM (n=4) . 
Dife re ncias estadís ticas significativas según el te st t de Stude n t: *p<0.0 5 vs 
CEAR Eng+/+ . 
 
En base a los resul t ad os ante rio r e s , pode mos afirmar que la 
endogli n a juega un papel import a n t e en la regulaci ó n de la acumulac i ó n de 
la matriz extrace l u l a r en las CE AR. Este hecho ya ha sido dem o str a d o en 
otros ti pos celul ar e s . Lastres y cols. (1996) dem ost r a r o n que la transf e c c i ó n 
con en doglina en una línea cel ular de mon ocitos producía inhi bi ción de la 
síntesis de fibron ec t i n a inducid a por TGF- β1. Obre o y cols. (200 4) 




















Resultados y discusión 
16 4 
regulaci ón de la pr odu cci ón de matr iz  extrace l u l a r y en la expresi ó n de 
CTGF, en mioblast o s de rata moc k (no expresan en doglin a ) y transfect a do s 
con en dogl ina. Estos experime ntos demuestran que la endogl ina regul a 
negativam e nte la síntesis de col ágeno y la expre sión de CTGF, tanto en 
con dici one s basal es com o baj o la estim ula ción por TGF- β 1. Los resul t a d os 
obteni dos en las CE AR control y hapl oin suficiente s de endogli n a están en 
conc ordan ci a con estas observ a ci o n e s . 
El exce so de acum ul ación de matriz extracel ular que pre sent an las 
CEAR Eng+/-  podría inter f e r i r en las prime r a s fases de la angio g é n e s i s, 
cuan do se precisa la degradaci ó n de la  matri z para facil i t a r la acomod a c i ón 
de los nue v os vasos (Kallur i y col s., 2003). 
 
15. Efecto de la haploi nsuficiencia de endogli n a en 
la liber a c i ó n de VEGF endóg e n o en las CEAR 
El VEGF es proba ble mente el factor  de crecimi e n t o más crítico en la 
proliferaci ó n endoteli al y la angiogén e si s fisiológi c a, tant o durant e el 
des arrollo com o en la vida post - n a t a l (Ferr a r a y cols. , 2003).  
Con el fin de estudia r si la haploi n s u f i c i e n c i a de endogli n a alt era b a 
los pr oce s os de sínt esis y/o liberaci ón de VEGF, analizam os mediant e 
ELI SA los niveles de VEGF liber ados al medio de cultivo de las CEAR. En 
aus encia de estím ul o s exóg eno s , los nivele s de VEGF en el medio fuer on 
muy super i ores en las CE AR Eng+/+  (33. 94 ± 0.97 pg/ µg de ADN) que en las 
Eng+/-  (7.05 ± 0.37 pg/ µg de ADN). Cuan do las cél ulas se esti mular on con 
TGF- β1 los niveles de VEGF aumentaron consi dera b lemente tanto en las 
CEAR Eng+/+  (74.5 4 ± 2.95 pg/ µg de ADN) com o en las Eng+/-  (30. 77 ± 0.84 
pg/ µg de ADN). No obstante, hay que señalar que este aum ento es 
proporci on almente mayor en el cas o de  las cél ulas hapl oins ufic ientes. En 
un exper i ment o paralelo trat amo s las cél ulas con un anticuer po 
neut r alizan t e del TGF - β1 , para comproba r que las difer enci a s en los nivele s 
bas ales de VEGF no se debí an a una difer encia en los nivel e s de TGF- β. 
Elimi n a m o s esta posib i l i d a d al co mpr ob a r que el bloque o de TGF- β1 no 
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varió la pr oduc ción de VEGF ni en las CE AR Eng+/+  (33.7 3 ± 2. 77 pg / µg de 


























                  TGF-β1            -       +      -                 -      +      - 
              Anti-TGF-β1            -       -      +                 -      -      + 
 
Figura 36 . Secreción de VEGF al medio de cultivo de las CEAR 
Eng+/+ y Eng+/-. Las cé lu las se depleccio n a r o n die cisé i s horas con 
DMEM -HAM F1 2 , SBF 2%. A contin u a c ió n se trataro n con TGF- β 1 (1 
ng/mL) o el anticue rp o anti-TGF - β1 (500 ng/mL). Se recogió el medio 
de cultivo y la cantidad de VEGF se de te rminó me diante ELI SA. Los 
datos, obte nidos en dos expe rime ntos dife re nte s , se expresan como la 
me dia ± EEM (n=6 pocillos para el basal y el tratamie nto con TGF- β1 
y n=3 pocillos para el tratamie nto con anti-TGF- β 1 ) . Dife re n c ia s 
estadís ticas significativas se gú n el te st de She ffe : *p<0 .05 vs Eng+/+  
sin tratamie nto; # p<0 .05 vs Eng+/+  tratadas con TGF- β 1 ; & p<0 .0 5 vs 
Eng+/+  tratadas con anti-TGF- β1 ; ‡ p<0.05 vs Eng+/-  sin tratamie nto; §  
p<0.0 5 vs Eng+/-  tratadas con TGF- β1 . 
 
Algun os experiment os in vitro han dem ostr ado que el VEGF esti mula 
la degrad a c i ó n de matriz extrac e l u l a r , la prolifer a c i ón , la mig r ació n y la 
formaci ón de tubo s a part ir de célul as en dot eli ales (Lieken s y cols. , 2001 ). 
Entonces, las diferen cias en con t radas entr e las CEAR Eng+/+  y  Eng+/-  e n la 
prolif e r a c i ó n , migrac i ó n , produc c i ó n de  matriz extracelul ar y formaci ón de 
tubos en Matrigel , podrían ser debidas a las difere nci a s en la producci ó n 
endógena de VEGF en los dos tipos de cult ivos primar ios. 
Ademá s se sabe que el NO modul a la liberac ión de muc has citoqui n a s 
regula do r a s de pr oce sos inflam at o r i o s y angiogéni c o s , entre ell as el VEGF 
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(Kof l e r y cols. , 2004; Wang y cols. , 2004) . En este senti d o, Namba y cols. 
(200 3) han dem ost r a do con un model o de isq uemi a de la pat a traser a en 
rata, que la estimul ación de la angiog én e s i s produci d a por el NO pue de ser 
debid a a la regula ci ón de la expr esi ón de VEG F local. Tam bién se ha 
dem ostra do que, en las cél ul as en dotel i ales, los efectos mi togénic os de 
VEGF están mediad o s por el NO (Mor bid e l l i y cols. , 1996; Zi che y col s., 
1997) . Por tant o, las dife ren c i a s enc ontr a d a s en la liberaci ó n de VEGF entre 
las CEAR Eng+/+  y Eng+/-  podrí an deber se , al meno s en part e, a la difer e nt e 
expresi ón de eNOS en unas y otras. Serían neces arios nuev os experiment os 
para confir m a r esta hipóte s i s . 
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1 6 . Resumen de los estud i os de angiogé ne s i s in 
vivo e in vitro  
C o m o demuestr a n nuestr os res ul t ad o s , los ani male s 
hapl oins uficientes en endoglin a sufr en un retras o en el proc es o de 
neov asc ula rización post-isq uémi ca. Este  es el primer estudio que demuest r a 
el papel de la endogli n a en la angiogéne si s del in divi du o adult o , pues hast a 
ahora solo se había recon oci do el papel de esta proteín a en la angiogéne sis 
fetal .  
Esta defici en c i a en la angiog éne si s no par ece ten er su origen en los 
principa l e s factore s de cre ci mie n t o an giogénic o, pues no apreci am os 
grandes diferen c i a s en la expresi ó n de est os factore s (VE GF, COX- 2, TGF- β 1 ) 
entre los animales control y los hapl oi n s u f i c i e n t e s tras la isquem i a .  
Tam bién hemos dem ostrado que la inhibi ción de la síntesis de NO, 
reduce la angiogéne si s post-isq uémica en los ani male s Eng+/+ , y tambi é n en 
los Eng+/-  aunq ue en men or medi da. Est os dat os sugieren que la men o r 
angiogén es is que pre sentan los animal es Eng+/-  podrí a tene r su orig e n en 
una men or expr esi ón de NO en estos ani m a l es. Ade m á s hem os com pr o ba d o 
que la expresión de eNOS en los te ji do s normal e s , tejid o s isqué m i c o s , y 
célul as en doteliale s, es menor en los animal es Eng+/-  que en los Eng+/+ .  
Las célul a s en doteli ales proce dentes de la aorta de los ratones 
hapl oins u f i c i e n t e s presenta n un a men or tasa de pr olifera c i ó n y migración y 
una may or acum ulaci ón de com pon ent es de la matriz extrac e l u l a r que las 
extraí d a s de los anim al e s contro l . Este  hecho demue s t r a la impor t a n c i a de 
endoglina en los proc esos de prolifera c i ó n , migrac i ó n y producc i ó n de matri z 
extracel ula r en las célula s en doteliale s. Estas pr opieda de s bi ológi cas del 
endote l i o son fundam e n t a l e s dur ant e la angiogé n e si s . 
Las CE AR Eng+/+  liberan al medi o de cultivo una cantidad más de 
cuatro vec es superior de VEGF que las Eng+/- . Las dif er e n c i a s halla d a s en la 
prolifera c i ó n , migraci ón y acum ulaci ón de matriz en estas cél ulas podría n 
deberse a las diferenc ias en la liberaci ón de VEGF, pues se ha dem ostra do 
que este factor de crecimiento modul a dichas prop i eda de s en las célul a s 
endoteliale s. En est e pr oce so tambi én podría est ar invol uc r ado el NO. 
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Nosotros hemos demostrado que las CE AR Eng+/-  expr esan menos eNOS que 
las Eng+/+  y sabem os que exi st e una int er r el aci ón ent r e NO y VEGF. Por un a 
par t e se ha dem ost r a do que el NO mod ul a la liber a c i ón de VEGF y por otr a 
se sabe que los efect os mitogén i c os de VEGF están media do s por NO. 
En base a los resulta do s anteri o r e s , la deficien c i a en la angi ogé n e s i s 
post-isq ué mica que encontram os en los animale s Eng+/- , podr í a expli car s e 
por la menor proli f e r a c i ó n y mi gración que prese ntan las CE AR Eng+/-  en 
com par a ci ón con las Eng+/+ . La produc ción exce siva de matriz extracel ul ar 
en las CE AR Eng+/-  tambi én podr í a int er f e r i r en el pr oce so de angi og én e si s 
de est os an imales. 
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17. Cicatri zaci ón de heri d a s cután e a s en raton e s 
Eng+/+ y Eng+/- 
El segun do gran objetivo de este traba j o fue el estudio de la 
implicaci ó n de endoglina en la ci cat r i z a c i ó n de heridas . Como la 
angiogén es is es fun d amental en los proc esos de reparaci ón (Fol kman y 
Shing, 1992), pens am os que la endoglin a también podría estar implic ad a en 
ellos. Ade más, en la cicatriz a c i ón es fun d amen t a l la produc ci ó n de matriz 
extracel ula r , proces o del que en doglin a es un potente regula dor (Lastres y 
cols. , 1996; Letam e n d í a y cols. , 1998 b;  Guer r e r o- E s t e o y cols. , 1999; Díez -
M a r q ue s y cols. , 2002; Obreo y cols. , 2004) .  
Para anali z ar la implicaci ó n de endogli n a en los procesos de 
cicatri z a c i ó n utiliz a m o s un model o de inducci ó n de heridas cután ea s en los 
animale s, con el que evaluam os el tiempo en que se cierran las heridas.  
Observa mos un retra so en la cica t r i z a c i ó n de las herid a s en los 
animale s Eng+/-  con respect o a los animales Eng+/+ . E s t e retra s o es 
signific a t i v o en los días segun do y cuar to despué s de hacer las heridas. Por 
ejem plo, en el día segundo, las heridas rea lizada s en la piel de los animal es 
Eng+/+  se habían cerr ad o un 33 ± 2% res pe ct o a la herida inicial , mient r as 
que las heridas de los Eng+/-  solament e se habían cerr ado un 20 ± 2%. 
Estas difer en c i a s se fueron reducie n d o con el tiempo. Al final, el tiempo que 
tardaron las heridas en cerrarse totalmen t e fue el mis mo en los dos tipos de 
animal e s (alred e d o r de doce días) (Figur a 37). 






























Figura 37 . Evolución de la cicatriz a c ió n de las herida s cutáne a s 
en los anima l es Eng+/+ y Eng+/-. El área de cada he rida se calculó 
como porcentaje de la he rida inicia l. Los datos se expre san como la 
me dia ± EEM (n=10 anima le s , 20 herid a s ) . Dife re n c ia s estad í s ti c as 
significativas se gú n el test t de Stude n t: *p<0.0 5 vs anima le s Eng+/+  
e n el mismo tie mp o .  
 
Al igual que ocurría con el modelo de reperfusión post-i sq uémica , 
este experim e n t o demue st r a la importa n c i a que tienen los niveles de 
endog l i n a en los proce s os de repar a c i ón .  
Torsn e y y cols. (2002 ) demos t r a r o n que la expre sión de endogl ina 
aum enta en las cél ul as en doteli ales duran te la cicat r ización de heridas, 
proba blem ente en parte por el aum ento de TGF - β 1. Anter i or me nt e ya se 
había est u dia do la expr e sión de endog lin a en la piel bajo un a condi ción 
patol ógi c a: la expre si ón de endoglina fue mayor en la piel af ectada por 
psor iasis que la expr e sión en la piel san a (Rulo y cols . 1995). 
El retraso en la cicatrización en contrado en los ani male s 
hapl oins uficientes puede ser en parte de bido a la deficient e angiogén e si s 
(defici e n t e prolife r a c i ó n y migraci ó n y exc eso de acum ulaci ón de matr iz 
extracel ula r por parte de las cél ulas endoteli ales) que pres entan lo s 
animale s  Eng+/- , en compara ción con sus hermanos de cama da Eng+/+ , c om o 
hemos demost r a d o anteri o r m e n t e . L a pr olife r a c i ó n y migració n deficie n t e de 
las cél ulas endoteli a l e s podría retrasar la angiogén e s i s , fundam en t a l en lo s 
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proc es os de cicatrización. Alguno s autores han dem ostra do que la 
cicatriz a c i ó n de heri das se acel e r a con la estimula c i ó n de la migració n de 
las cél ulas endotel i a l e s y la angiogén e s i s (Malind a y cols., 1998). 
Por otra parte, se ha sugerid o que la endogl i n a puede jugar un papel 
importan t e en la transmigr a c i ó n de leuc ocito s , puesto que se han 
encontra do niveles al tos de la proteí na en célul as endoteliale s que lleva n 
asocia d o un infiltr a d o inflam a t o r i o , co mo ocurre en los tejidos inflam a d o s 
(Tor sn ey y cols. , 2002). En nuest r o model o, la hapl oins uf ic iencia de 
endogli n a podría retrasa r el proces o de  cicatriz a c i ó n , pues la fal t a de unos 
niveles ade cua dos de la proteín a puede de s f avorec er el proc es o de infiltrado 
de cél ulas inflamatorias en el área lesi onada. Las cél ulas in flamatorias , 
neutró f i l o s y macróf a g o s princi p a l m e n t e , son fundam en t a l e s en la primer a 
fase de la cicatrizaci ó n, no sól o po rq ue li mpian la herida de gérmenes y 
cuer pos extraños, sino también porque pr oducen las citoq ui n a s 
inflamatori as neces arias en las fases post er io r e s de la cicatriza c i ó n (Hubner 
y cols. , 1996; Sing e r y Clark, 1999; Mart í n , 1997) .  
 
1 8 . Cicatrizac i ó n de heridas cutáneas en ratones 
Eng+/+ y Eng+/- tratados con L-NAME  
Nuestro sig uient e obj e tivo fue el estud io de la cicatriz a c i ó n de her idas 
en animal es previa me n t e tratados con L-NAME, para com p roba r si la 
deficien cia en los niveles de eNOS que presentan los anim al es Eng+/- , es 
tambié n determ i n a n t e en el retras o en la cicatri z a c i ó n encontr a d o en est os 
animale s, com o ocurrí a con la reperfus i ón post-is q u é m i c a . La ef ectivi d a d de 
la inhibici ón de la sínt esis de NO con L-NAME se dem u estra por el descen s o 
en los nive les de nitritos en pla sma  que present a n los animal e s tratado s 
(Figura 13) . 
Cuando tratamo s los animal e s con L-NAME, in hibie n d o así la 
produ cci ón de NO, obser vam os que las curvas de cicat r i z aci ón de heri da s 
en los ani males Eng+/+  y Eng+/-  se solapan (Figuras 38 y 39). La evol uci ón 
del cierre de las heridas tant o en los ani males Eng+/+  como en los Eng+/-  
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tratados con L-NAME es simil ar a la de los anim ales Eng+/+  sin trata r 



























F i g u ra 38. Evolución de la cicatri z a c ió n de las herida s cutánea s 
en los anima l es Eng+/+ y Eng+/- tratados con L-NAME (10 
mg/Kg/día)  e n el agua de bebida . El área de cada he rid a se calcu l ó 
como porcentaje de la he rida inicia l. Los datos se expre san como la 
me dia ± EEM (n=6 animale s , 12 he ridas). 
 
 
Figura 39. Evolución de 
la cicatriz a c i ó n de las 
herid a s cután ea s en los 
animal es Eng+/+ y Eng+/- 
tratado s y no tratado s 
con L-NAME (10 
mg/Kg/día)  e n el agua 
de bebida . El áre a de 
cada he rida se calcu ló 
como porce nt a je de la 
he rida inicia l. Los dato s 
se expresa n como la 
me dia ± EEM (n=1 0 
animales no tratados, 20 
herid a s ; n=6 anima le s 
tratados, 12 he ridas). 
Dife re n c i as estad í s tic a s 
significativas se gú n el test 
de Bonferro ni: curva 
Eng+/-  vs curva Eng+/+ , 
curva Eng+/-  con L-NAME 





















Eng +/+ con L-NAME
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Según este resulta do, el papel del NO en el proc es o de cicatriza ción 
no está muy clar o, pues al inhibir su producc i ó n con L-NAME en los 
animale s control ( Eng+/+ ) , la curva de cicatr i z a c i ó n no varía 
signific a t i v a m e n t e respeto a la de los anim ales sin tratar. El hecho de que la 
cicatrizaci ó n de los animales Eng+/-  trata do s con L-NA ME sea más rápi da 
que la cic atrización en los ani males Eng+/-  sin tratar hace pensar que el 
retraso en la cicatrización que presentan estos ani males res pect o a lo s 
control sea por un exces o en la producci ón de NO en las heridas , y que se 
subsan a r í a con la adminis t r a c i ó n de L-NAME. Sin embarg o esta hipóte s i s no 
encaja a priori con los resulta do s obteni do s hasta ahora, en los que se 
dem ue stra que tant o en los tejidos de los an imales haploins uficie ntes, com o 
en las cél ulas en dotel i ales obten i das de estos animal e s, los nivel es de eNOS 
son más bajos que los niveles de los anim ales control. 
Existen bastantes est udi os sobre el papel del NO en los pr oce sos de 
cicatri z a c i ó n . Se han encontr a d o altas con ce n traciones de los met abolitos de 
la degrad a c i ó n del NO (nitri t o s y nitr ato s ) en heridas (Albina y cols., 1990). 
Ademá s, la admi n i s t r aci ón sist émi ca de L-ar g i n i n a, un sust r at o de la 
síntesis de NO, tiene un efecto benefici o s o en la cicatriza c i ó n (Barbul y cols. , 
1990; Kirk y cols. , 1993). La apli c a c i ón tópi ca de dona dore s de NO acel era el 
cierre de las heridas practi c a d a s en la piel de rata s (S haba n i y cols., 1996), 
mientr a s que los inh ibi d o r e s de NOS admini s t r a d o s de form a sisté mi c a 
(Scha f f e r y cols. , 1996) o tópic a (B ulg r in y cols . , 1995) retr asan la 
cicatri z a c i ó n . En ratones knockout  para iNOS el cierr e de las heridas se 
retrasa un 31% res pe cto al cierre en los an imales con t rol. Adem ás el retras o 
se revi erte cuan do se realiza una transfec c i ó n con iNOS hum ana (Yama sa ki 
y cols., 1998). Alg o parecid o ocurre con los ratones knockout  para eNOS, en 
los cuales el cierre de las herida s es más lento y la fuerza tensil de la herida 
cicatri z a d a es men or que en los anim ale s control (L ee y col s., 1999). En 
resum en, el NO produci do por iNOS y eNOS tiene una funci ón importan t e 
en el proce so de cic atr i z a c i ó n , desde la  fase infla m a t o r i a hasta el remod e l a d o 
de la cicat r iz. El NO actúa como quim i ot á c t i c o y vasodi l a t a d or dura n t e las 
fases tem p rana s de la reparaci ó n , regula la prolifera ci ó n y la diferenci a c i ó n 
de much o s tipos celular e s, modul a la deposi ció n de colá geno y la 
angiogén es is y afecta también a la contracc ión de la herida. Se ha sugeri do 
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que toda s estas acciones se producen por la capaci dad que tie ne el NO de 
modul ar di versas citoquina s  involu c r a d a s en la cicat r i z a c i ó n , como VE GF, 
TGF- β1 y MCP- 1 (Sc hwent ker y cols. , 2002). 
A la vista de todos estos datos de la  litera t u r a , parec e claro el efecto 
benefici os o del NO en la curaci ón de las heridas. Sin embarg o, en nuestro 
model o no apreci am os que la cic atrización se vea retr asa da con la inhibici ón 
de la NOS . Es posible que la admini stración de L-NAME seg ún nue str o 
método no inhiba tot alme n t e la síntesi s de NO. En este caso, el NO en la 
herida podría ser sufi cien t e par a que la cicatriza c i ó n no se vier a afecta da . 
Hay autor es que ase guran que la inhibic i ón de la síntesis de NO con L-
NAM E no es total (Cohe n y cols. , 1997).  
En el cas o de los ratones haploi ns u f i c i e n t e s, la admi nistr a c i ó n de L-
NAME acel era la cicat r ización de las he rida s. Esto podría expli car se porque 
existier a un exces o de NO en la herida. No tenemos conocimi e n t o de ning ún 
trabajo que expong a que un exce so de NO  pueda perjudi c a r la cicatri z a c i ó n . 
Sin embar g o hay est udi os que dem ue stran que la cantidad exc esiva de NO, 
al mis mo tiempo que un aum ento en la producci ón de ión superóxi do, 
pued e gene r ar un acúmul o de peroxinit r it os , la nitr ación de prot eínas com o 
la tirosina y la producción de radical es hidroxil o, con el cons ec uente dañ o 
tisul a r (Bec km a n y Koppe n ol , 1996; Cho, 2001) .  
No debe mo s tamp oc o olvi dar que la haploi nsuf icien ci a de endog lina 
podría esta r afectando a la expre sión o repr esión de ot ros gene s que aquí no 
estam os conside r a n d o . 
Con el fin de estudia r este fenómen o a nivel cel ular , nos plantea m o s 
el análisi s de la funci ón de los fibroblas t o s de piel de animales 
hapl oin s u f i c i e n t e s .  
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1 9 . Cultivo de fibrob l a s t o s de piel de ratones Eng+/+ 
y Eng+/- 
Los fi broblastos son cél ulas fundament ales en los pr oce sos de 
reparaci ón por su capa cidad de síntesis de com p onentes de la matriz 
extracel u l a r que susti t uy e n en la herida a la red inici al de fibrin a (Singer y 
Clar k, 1999; Mart í n , 1997; Wang y cols . , 2004) . Por este moti v o pens a m o s 
que en el retraso en la cicatriza ción obser vado en los animal es deficiente s 
de endogli n a, tambié n podían estar invo l u cr ada s alte r aci on e s en la funci ó n 
de los fibr obl ast o s de la piel. La haploin suf icien cia de endogl ina podr ía 
modificar alguna s característic as bi ológi c as de estas célul as (migración, 
prolif er aci ó n, produ cc i ón de mat r iz ex tracel ular) esenc i ales para el pr oce so 
de cicatri z a c i ó n . La modific a c i ó n  de las características biol ógica s 
produ c i d a s por una mayor o menor expr e s i ón de endog l i n a ha sido 
dem ost r a d a en alg u na s línea s celul a r e s (Guerr e r o - E s t e o y cols., 1999; 
Lastr e s y cols. , 1996; Obreo y cols. , 2004) . Ademá s , nosot r os (en este 
trabajo) y otros investi g a d o r e s (Le brin y cols. , 2004) hemos demos t ra d o que 
la hapl oins uficienci a de endogli n a modific a las carac t erísticas biológi cas de 
las cél ulas endoteliale s en cultiv o primari o. 
Con el fin de eval uar si la hapl oi nsuficien ci a de endog lina modifi caba 
las propie da des biol ógica s de los fibrobla stos de piel relacion ada s con la 
cicatrizaci ó n, nos pr opusim os generar un  cultivo pri mario de fibroblast os a 
part ir de la dermis de los ani m ales Eng+/+   y Eng+/- . Obt uvi m os con éxito 
estos cult i vos sigui e ndo un prot oc ol o descr it o pre v iament e (Bradshaw y 
cols., 1999). Antes de su utiliza c i ón , las cél ula s se levanta r o n con tripsi n a y 
se res em b raron cuat ro veces. De esta manera eli minam os los posi ble s 
queratin oci t os resi duale s, que pue d en contami n a r el cultivo. La s 
mon oca pa s de fibr o blast os de piel de ratón (FPR) pres ent aban un a 
morfol og í a fusiform e caracter í s t i c a de los fibr obla st os en cult i vo. Por otra 
parte, no encontram o s diferenc i as aparen t es al microscopi o ópti co ni en el 
tamañ o ni en la morfo l og í a entre los FPR Eng+/+  y los Eng+/  (Fig ur a 40). 
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Figura 40 . Cultivos de FPR  Eng+/+ (A) y  Eng+/- (B) en pase 4.  Medio de cultivo: 
DMEM , SBF 10%. Imágenes tomadas al microsco p io óptico de contraste de fase s 
(x 40 aume ntos). 
 
Los miof ib r obla st os son una for ma difer en ciad a de fibr o blast os con 
mayor capacidad sin t ética y capac es de migrar a través de las heri das . 
Proba blem ente sea el aum ento de TGF- β1 en la heri da el que prov oc a esta 
diferenc i a c i ó n morfol óg i c a y fun cional de  los fibr obl a st os (Va ug h an y cols. , 
2000). Como los miofibrob l a s t o s expres an actina de mús cul o li so vasc ula r 
(Vaugh a n y col s., 2000), analiz a m o s medi ant e inm u nof l u o r e s c e n c i a si los 
FPR aisla d os expresa ban esta proteína. Pr ácticam ente el 100% de los FPR 
analiza do s tanto proce de n t e s de ani males Eng+/+  como de Eng+/- , 
presenta ba n fibras de actina de mús cul o li so vasc ular (Figura 41).  
 
 
F i g u ra  41 . Expresión de 
actin a de músculo liso 
vascula r en el cito pla sm a 
de los FPR. Med io de 
cultivo: DMEM, SBF 10%.  
La tinción se re alizó por 
inmuno fluoresce ncia 
indire cta utilizando  u n AcM 
de rató n anti-actina de 
múscu lo liso vascu l a r, Clon 
1A4. Los núcle os se tiñeron 
con Hoe chst. Imáge nes 
tomada s al micros co p io 
óptico de fluores ce nc i a (x 
400 aume n to s ) . 
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20. Expresi ón de endogli na en los FPR Eng+/+ y 
Eng+/- 
Una vez obteni dos los cultiv os de  fibroblas t o s , nuestro pri mer 
obj etivo fue analizar si estas cél ulas ex pre saban endoglina y, en caso de que 
así fuer a, com pr o bar la haploin suf icien cia de endogli n a en los FPR Eng+/- . 
Reali z a m os el anális i s medi a n t e Weste r n bl ot. 
Los FPR Eng+/-  expre s a b a n apro xi m a da m e n t e un 50% meno s 
endogli n a que los Eng+/+  (Figur a 42) . E s t e result a d o confir m ó la 















Figura 42 . Expresión de endoglin a en lisado s de FPR Eng+/+ y Eng+/-. 
Medio de cultivo: DMEM , SBF 10%. La de te rminació n se re alizó mediante 
Weste rn blot  utilizando  e l AcM anti-e ndo glina de rató n MJ7/18 . Se usó 
como contro l inte rno de carga la expre s ió n de α- tu bu l ina . Los dato s , 
obte nidos en cinco expe rime ntos dife re nte s , se expresan como la media ± 
EEM (n=5 ). Dife re ncias estadísticas significativas según el test t de 
Stude nt: *p<0 .01 vs FPR Eng+/+ . 
 
La expre si ón de endoglina en fibrobl astos ya ha sido dem ost rada 
previa me n t e (St-Ja c qu e s y col s., 1994).  Además , Torsn ey y cols. (2002 ) , han 
dem ostra do expresi ón de endoglin a en miofibrobla stos, la forma 
diferencia da de fibroblast os capaz de migrar a tra vés de las herida s. Es 
proba ble que la expr esión de endoglin a sea impor t ant e para modul ar la 
respuesta de los miofibroblas t os y el endot elio al TGF - β 1 exógen o, el cual es 
liber a do por pla qu et as, macr óf agos y leucocit os durant e los proc es os de 
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En otro trabaj o, Leas k y col s., (2002) estudia r o n la expresi ó n de endogli n a 
en fibrobl astos dér micos cult ivados  a partir de áreas lesiona da s de 
paci entes con escleroderma , una enfermeda d sistémic a cróni ca 
caracteriza da por la producci ón de fibr osi s en la pie l y en ciert os órgan os 
inte r n os (Bla c k, 1993). Esto s autor e s demos t r a r o n un aume n t o de la 
expresi ón de endogli n a en los fibroblast os obtenidos de zon as daña da s 
respe cto a los fibroblast os control.  Además , la expres i ó n de endogl i n a 
aum entaba en los fibroblast os con la  progresi ó n de la enfer med a d . Por 
último , Chen y col s. (2004) han dem o st r a d o en un estudi o recien t e 
expresi ón de endogli n a en un cultivo prim ar io de fibr obl ast o s cardiac os. 
 
2 1 . Expresi ón de eNOS en los FPR Eng+/+ y Eng+/- 
U n a vez confir m a d a la haploin s u f i c i e n c i a de endogl i n a en los 
fibr obl a s t o s Eng+/- , decidi mos com probar si en este tipo celul ar tambié n 
existía la relación eNOS -en dog lina que hemos demostra do previa ment e 
(Jerkic y cols., 2004). La expresión de NOS (eNOS e iNOS) en fibr obl as t o s de 
piel ya ha sido dem ostr a d a anterio r m e n t e (Wang y cols., 1996). Estos 
autore s sugier e n que el NO produci d o po r los fibr o bl a s t os de piel , junt o al 
produ cid o por los macr óf ago s y otras célul as proinf la mat or i as, podr ía ten e r 
import a n c i a durant e la fase infla ma t o r i a  de la cicat r i z a c i ó n y posib l e m e n t e 
también en las fases de prolifer a c i ó n y remodela c i ó n .  
Cuando analizam os los nive les de eNOS en los lisa dos de 
fibrobl as t o s , encontra m o s que en los FP R hapl oins uficientes en endoglina la 
expresi ó n era signifi c a t i v a m e n t e ma yor (aproxi m a d a m e n t e un 30%) que en 
los FPR pr oce dente s de anim ale s Eng+/+ . 
Para prof und i z a r en esta relaci ó n , realiza m o s una transfe c c i ó n de los 
FPR Eng+/+  con endog lina huma na y com probam os cómo en esta s célul as la 
hiper e xpr e sión de endoglin a di s minuía la expresi ón de eNOS respecto a los 
fibrob l as t o s transf e c t a d o s con el vector vací o (Figura 44).  














F ig ura 43. Expresión de eNOS en lisado s de FPR Eng+/+ y Eng+/-. Med io de 
cultivo: DMEM, SBF 10%. La de terminac ión se re alizó mediante Weste rn blot 
utilizando un AcP de cone jo anti-eNOS. Se  usó como control inte rno de carga la 
expre s ió n de α-tubulina. Los datos, obte nidos en tre s expe rime ntos dife re nte s , 
se expre san como la media ± EEM (n=3).  Dife re nc ias estad ísticas significativas 
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F i g u ra 44. Expresión de eNOS en lisado s de FPR Eng+/+ transfec t a do s con 
endo gl i n a humana.  Las cé lu las se transfect aro n con endoglin a humana o con el 
ve ctor vacío (pCHV5) me diante el reactivo de transfe cción je tP EI TM . Medio de 
cultivo: DMEM, SBF 10%. La de te rminació n se realizó me diante Weste rn blot 
utilizando el AcM anti-e ndoglina humana TEA 1/58-1 y un AcP de cone jo anti-
eNOS. Se usó como control inte rno de carga la expresión de α- t u b u l ina . Los datos, 
obte nidos en tre s expe rime ntos difere nte s , se expresan como la me dia ± EEM (n=5). 
Dife re ncias estadís ticas significativas según el te st t de Stude n t: *p<0 .05 vs FPR 
Eng+/+ . Vv: Transfe cción con el ve ctor vacío. Eng: Tra nsfección con endoglina 
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El aument o en la expresión de eNOS en los FPR Eng+/-  respect o a la 
expresi ón en los Eng+/+ , así como la dis minuci ón de la expr esión de esta 
enzima en los fibrobla s t o s transfe c t a d os con endog l i n a human a respe ct o a 
los controle s , repres e n t a una situaci ón diam etr a l m e n t e opuesta a la 
observa da en las célula s en doteliale s. Este halla zgo conc uerda con la 
hipóte sis previamente expuesta en los estudi os in vivo . Es pos ible que el 
retraso en la cicatriz a ci ó n que present a n los ani male s Eng+/-  sea debi da a 
un exce so en la pr oducci ón de NO en  las heridas de estos ani males. Est e 
exc es o de NO puede estar caus ado por el aum ento en los nivel es de eNOS 
en los fibr o bl a s t os, célula s mayor i t a r i a s en la herida. 
Una vez obteni dos los fibrobla stos de piel, confirma da la 
hapl oi n s u f i c i e n c i a de endogl i n a en los cultiv o s Eng+/-  y demost r a d a la 
relación in versa que existe entre ex presi ó n de endogli n a y expresi ó n de 
eNOS en estas cél ula s, nos propusim os est udi ar su proliferación , migración 
y prod ucci ón de matr iz para ver si la hapl oinsuf icien ci a de endog lina regul a 
estas propi eda de s. La prolif er aci ón, migr ac ión, y pr od ucci ón de colág eno y 
otros com pon en t e s de la matriz extrac e l u l a r por parte de los fibrobl a s t o s 
son fun da me n t a l e s en la fase prolife r a t i v a de la cic atri z a c i ó n . 
 
22. Efecto de la haploi nsuficiencia de endogli n a en 
la prolif e r a c i ó n de los FPR 
El efect o de la hapl oins uf icien cia de endoglina en la pr olifera c i ó n 
celul ar de los FPR se determin ó medi ante la técnica colorim étrica de tinción 
de núcle os con cristal violeta .  
Con esta técnica, determinam os el incr emento en el númer o de 
célul as durante ocho días. Obtuvim os curvas de prolif er aci ón difer ent es 
para los FPR Eng+/+  y los FPR Eng+/- . Parti e n do del mismo númer o de 
célul as, el númer o de fibrobla stos Eng+/+  y Eng+/-  era todaví a si milar a los 
dos días del estudio. Sin embargo, a parti r de ese moment o los FPR Eng+/-  
proliferaron a mayor ritmo que los Eng+/+ . La mayor diferenc i a en númer o 
de cél ulas la enc ont r a mos al oct avo dí a: 3235 8 ± 873 FPR Eng+/+ f r e n t e a los 
39324 ± 182 FPR Eng+/+ ( F i g u r a 45). 
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Ademá s, realiza m o s un análisi s del cicl o celul ar de los fibrobla s t o s 
medi ante citometría de flujo. El númer o de célul as que se enc on t raban en 
las fase s S+G2M era ligerament e may or en los FPR Eng+/-  (46 ± 0. 4%) que 
en los Eng+/+  (43 ± 0.9%), aun q ue la difer encia no fue esta dís t i cament e 




Figura 45 . Curvas de prolifer ac i ó n de los FPR Eng+/+ y 
Eng+/- . Medio de cultivo: DMEM, SBF 10%. Se sembraron 
5000 FPR en cada pocillo y a las 24 horas (tiempo 0) y 2, 
4, 6 y 8 días los núcleos de las cé lula s se tiñe ro n con 
cristal viole ta. La absorbancia se midió 
espectrofotomé tricame nte y se comparó con una curva 
abso rbancia- nº de célu las previame nte elaborada. El 
expe rime nto se repitió dos vece s obte nié ndose similare s 
re su ltad os. Los datos se expre s an como la media ± EEM 
(n=4 pocillos). Dife re nc ia s estadísticas significativas se gú n 
el te st de Bonfe rro ni: *p<0 .01 vs curva FPR Eng+/+ . 
 
 
A la vista de estos datos pode mos afirma r que la hapl oi n s u f i c i e n c i a 
de endogli n a produ ce un aum en t o en la prolif er ación de los FPR.  
Rokhlin y cols. (1995) realiza r o n un estudio en cél ulas estroma l e s 
deriva da s de médul a ósea que con cuerda con nuestros res ultados de 
prolifer a c i ó n fibrobl á s t i c a . En este estudi o se demue stra que las cél ula s 
estromal es respon de n con un aum ento en la proli f e r a c i ó n cuand o se las 
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Hay que recor dar en este punt o que tanto en las MAE C como en 
otras célul as en dotel i a l e s (L ebri n y cols., 2004) el efe cto de endoglina en la 
prolifera c i ó n es contrario a lo que ocurre  con los fibrobl a s t o s de piel. Esta 
difer encia en la res pu est a cel ular podr í a deber se a un efe ct o célul a-
de pen dient e de la expresi ón de endo glina o bien a que la expresi ón de 
endoglina en las cél ulas endoteliales sea muy superior a la de los 
fibrobl astos, y como cons ec uen cia de el l o los efectos sobre la prolifera c i ó n 
celul ar sea n difer ent es. Tam bién podr ía expl i car s e por el hecho de que los 
FPR Eng+/-  expre san más eNOS que los Eng+/+ , pue s se sabe que eNOS (u 
NO) tien e un efe cto benefici os o sobre la  prolifera c i ó n celul ar (Zi che y cols. , 
1994; Lópe z- R i v e r a y cols., en pr ensa) . 
 
23. Efecto de la haploi nsuficiencia de endogli n a en 
la migraci ó n de los FPR 
Est udi am o s el efect o de la haploin suf ici encia de endoglin a en la 
migración de los FPR mediante la técnic a de reparaci ón de “heridas ” en la 
mon ocap a celul a r . Como ya hemos expl i c a d o ante r i or m e n t e , esta técn i c a 
consi ste en levantar las cél ul as en det erminadas zonas de las pla ca s 
confluen t e s y estudi a r la migración cel ular hacia las zonas daña das.  
 
Figura 46 . Migración de los FPR 
Eng+/+ y Eng+/- hacia zonas sin 
células de la monocap a . Medio 
de cultivo DMEM , SBF 10%. Las 
cé lula s se deple cc i o n a r o n con 
DMEM , SBF 2%. A las diecisé i s 
horas se realizaron las “he ridas” 
en la mono capa con una punta de 
pipe ta . Ve inticuatro horas 
de spué s se analizó la migració n 
ce lula r. La gráfica repre se nta la 
cuantificación de la distancia 
migra d a (dife re nc ia entre la 
distancia inicial sin cé lu las y la 
distancia a las veinticuatro 
horas). Los dato s, obte nidos en 
dos expe rime ntos dife re ntes, se 
expre s an como la media ± EEM 
(n=96). Dife re nc ias estadísticas 
significativas se gú n el test t de 
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Cuando cuantifi c a m o s la distan ci a migrada a las vei nticuatro horas 
de realiz ar las “heri d as”, enc ont ramos que los FPR Eng+/-  había n ocup ad o 
un 77 ± 2% de la herida inici al , mient r as que los Eng+/+  solamen t e habí an 
ocup ad o el 64 ± 2% (Figur a 46). 
Según estos resul t a d o s , la hapl oi n s u f i c i e n c i a de endogli n a aument a 
la capaci da d de migr a ción de los FPR.  
Otros grupos de invest i g a c i ó n han realiz a d o estudi o s que implic a n a 
endoglina en el contr ol de la migración cel ular en vas os daña dos y durant e 
el desarroll o embrion a rio (Conl ey y cols . , 2000; Ma y cols . , 2000; Liu y cols . , 
2002). Est os estudi o s esta ble c en una relaci ó n en tre la expresi ó n de 
endoglina y la inhi bic i ón de la migración celul ar en algun os ti pos cel ulare s 
com o las célul as de músc ul o liso vasc ul ar. Concre tamente en una líne a 
celul ar de fibr o blast os de rató n tr ansf e c t a d o s con endogl i n a , Guerre r o -
E s t e o y col s. (1999), demostr a r o n que la sobree x p r e s i ó n de endogli n a inhibe 
la migració n celul ar .  Estos datos con cuer d a n con nue stro s experim e n t o s de 
migración en FPR Eng+/-  y son opue stos a lo obs ervado en las cél ula s 
endote l i a l e s Eng+/- , que pres entan menor capaci da d de migraci ón que las 
Eng+/+ . Esto demuest ra que el efecto de  la expresi ó n de endogli n a sobre 
funcion es biol ógicas como la pro lif e r a c i ó n y la migrac i ó n puede ser 
depen di e n t e del tipo celular . 
 
24. Efecto de la haploi nsuficiencia de endogli n a en 
la acumul a c i ó n de matriz  ex tracelular en los FPR 
La pr od uc ción por part e de los fibr o blast os de com pon ent es de la 
matriz extracel ular es fundam en tal en los proc e s os de repar a c i ó n . Por otra 
parte, exis ten trabajos que dem uestran la regulaci ón de la deposici ón de 
matr i z extr a c e l ul a r por endog l i n a . Algun os de estos traba j os mues t r a n como 
la expre s i ó n de endog l i n a reduc e la producci ó n de compon e n t e s de la 
matriz en algunos tipos celul ar e s (Lastr e s y cols. 1996; Obreo y cols. , 2004).  
Para est udiar com o afecta la hapl oi n s u f i c i e n c i a de endogl i n a a la 
síntesis de matriz por parte de los fibr oblast os, deci dim os an alizar medi ante 
Western bl ot la producció n de  fibron e c t i n a y coláge n o I.  











Figura 47 . Expresión de fibron e ct i n a en lisado s de FPR Eng+/+ y Eng+/-. 
Medio de cultivo: DMEM , SBF 10%. La de te rminació n se re alizó mediante 
Weste rn blot utilizando un AcP de cone jo  anti-fib ronectina de rató n. Se usó 
como contro l inte rno de carga la expresión de α-tubulina. Los datos, 
obte nidos en cuatro expe rime ntos dife re nte s , se expre s an como la media ± 
EEM (n=4). Dife re ncias estadís ticas significativas se gú n el test t de Stude n t: 













Figura 48 . Expresión de colág en o I en lisad o s de FPR Eng+/+ y Eng+/-. 
Medio de cultivo: DMEM , SBF 10%. La de te rminació n se re alizó mediante 
Weste rn blot utilizando un AcP de cone jo anti-coláge no I de rató n. Se usó 
como contro l inte rno de carga la expresión de α-tubulina. Los datos, 
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Los niv ele s de fibronect i n a fueron sig nific a t i v a m e n t e may ores 
(apr o xim ad ament e un 18%) en los FPR Eng+/-  que en los Eng+/+  (Figura 47) . 
Sin embargo, los niv eles de col ágeno I encontrados en los FPR Eng+/+  y 
Eng+/- n o fueron esta dí st i c a m e n t e difere n t e s (Figur a 48) .  
Tam bién en el cas o de los FPR Eng+/+  y Eng+/- a n a l i z a m o s medi ante 
Western bl ot la expre sión de CTGF, por la relevanci a de esta cit oq uin a en la 
depo sici ón de matr iz extr acel ular (Mor i y col s. , 1999).  
A diferenci a de lo que ocurre en el cas o de las cél ulas en dotel i ales, 
así como con otros ti pos cel ular es (O breo y cols., 2004), no encontra m os 
diferenc i a s en la expresión de CTGF entr e los FPR hapl oins u f i c i e n t e s en 
endoglina y sus controles (Fig ur a 49).  
 
     







F i g u ra 49. Expresión de CTGF en lisado s de FPR Eng+/+ y Eng+/-. Med io de 
cultivo: DMEM, SBF 10%. La  de te rmin a c ió n se re alizó mediant e Weste rn blot 
utilizando un AcP de cabra anti-CTG F. Se usó como control inte rno de carga 
la exp re s ión de α-tubulina. Los datos, obteni dos en cuatro expe rime ntos 
dife re n te s , se expre s a n como la media ± EEM (n=4 ) .  
 
 
El CTGF no se expre sa normal mente en los fibrobla stos, per o sí en 
presen cia de TGF- β1 . Grot e n d or s t y cols. (200 4) propu s i e r o n que las 
resp uest a s biol óg i ca s de los fibr obl a s t os a TGF- β 1 (pr oliferaci ón, 
diferencia c i ón en miofibrobl astos, sí n t esi s de colág en o) est án reg ul a das por 
una vía depen diente de CTGF, en conci erto con otra s vías. Shi-wen y col s. 
(2000) evidenc i a r o n el papel pot enci a l del CTGF en la fibr o sis patol ógic a 
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áreas lesi onada s de paci entes con escler oderma. Adem ás, Leask y cols . 
(2002) pr opusieron que el aum ento de la expresi ón de endogli n a en estos 
fibr obl a s t o s puede supr i m i r la capa c i d a d de TGF- β de inducir el promot or 
de CTGF . 
A pesar del pequ eñ o aument o en la expr e sión de fibr one ct i na 
encontr a d o en los FPR Eng+/-  con res pect o a los Eng+/+ , no parece que la 
endoglina regule la deposici ó n de matriz extracel u l a r en estas cél ulas com o 
lo hace en las CE AR y en otros tipos celular e s estudia do s tanto en nue stro 
labor a t or i o como en otros grupo s (Las t r e s y cols. , 1996; Letam e n dí a y cols. , 
1998 b; Obreo y cols. , 2004; Chen y cols. , 2004).  
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2 5 . Resumen de los estudi o s de cicatr i z a c i ó n in 
vivo e in vitro  
N u e s t r o s resulta do s dem ue st r a n que existe un retraso en la 
cicatrizaci ó n de las heridas en los anim ales Eng+/-  con respecto a los 
animale s Eng+/+ . La diferenc i a en la cicatriz a c i ó n entre un os y otros 
animal e s es más nota ble en los primero s dí a s tras realiz a r las herida s . 
La inhibici ón de la síntesis de NO no afec tó a la cic atrización de los 
animale s Eng+/+ , mien tras que favoreci ó con sidera ble m ente la de los Eng+/- . 
Esto indi ca que el retraso en la cicatriza c i ó n en los animales 
hapl oins uficientes puede debers e a un ex c eso en la producci ón de NO. El 
aumento de la liberación de NO en las heridas de los animales Eng+/-  podrí a 
estar caus ado por el aum ento en la ex pre sió n de eNOS en los fibrobl as t o s 
prov enient es de la piel de estos animale s. Estas cél ul as son mayoritarias en 
la herida durante la fase pr olife r a t i v a de la cicatri z a c i ó n . 
Por otro lado, hemo s compr o b a d o que la expr e s i ó n de endo g l i n a 
regula alg unas de las propie d ade s biol ó g icas de los fibr obl a st os de piel 
invol ucra d as en los proces os de cica tr i z a c i ó n . Según nuestr o s experi m e n t o s 
los fibrobl astos pr ocedentes de an imal es hapl oi ns u f i c i e n t e s migran y 
prolifer a n más rápido que los proce den t e s de ani male s cont r ol, lo que podr í a 
deber se a una may or con cent r a ción de NO en las cél ulas haploi nsuf icient e s. 
El aument o de la pr oliferación y migr ación asoci ado a la mayor produc ción 
de NO ya ha sido demostra do en otros tipos cel ular es. La may or o men o r 
expresi ó n de endogli n a no pare ce reg ula r en esta s células la produc ción de 
com p onent es de la matriz extracelular, com o lo hac e en las CEAR así com o 
en otros tipos cel ul ares. La produ cci ó n de matriz por parte de los 
fibrobl as t o s es funda me n t a l en los pr oce so s de repara c i ó n . 
Por tanto, el hecho de que la cicatrización de herida s cutáne as sea 
más rápida en los animale s Eng+/+  que en los Eng+/-  no parece esta r 
causa da por una reg ulaci ón dif erente de la producci ón de com pon entes de 
la matr iz por part e de los fibr obl ast os de piel de unos y otros animales. En 
principi o tampoc o parec e que estén invol ucra da s la proli f eración y 
migración fibrobl ástic a en las heridas de los anim ales. Sin embargo es 
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posibl e que la may or capaci dad de prolif e r a c i ó n y migrac i ó n de los 
fibrobl astos pr oce de n tes de animales  hapl oins u f i c i e n t e s , pueda incl us o 
inter f e r i r en la cicat r i z a c i ó n tisul a r .  Los pr oce sos de reparaci ón conllev an 
una serie de event os integra do s que se deben desarrol l a r de man era 
ade cuada tanto espac i al com o temporalmen t e para que la cicatrización del 
tejido se desarrolle correctamen te. Es pos ible que en las heridas de los 
animale s Eng+/-  la prolife r a c i ó n y migraci ó n fibr o blást ic a se produz c a 
exc esiv ame nte o a des t iempo, hecho que podr ía reper c ut ir negat i vament e en 
la cicatr i z a c i ó n . 
Así mism o, el retraso en la cic atrización que pres enta n los anim ale s 
hapl oins uf icient es de endoglina podr ía ser debid o en part e a las difer enci a s 
en la angi ogéne sis que existen entre los animale s Eng+/+  y Eng+/- . En los 
animal e s hapl oi n s u f i c i e n t e s tambié n pod ría estar dañada la tra nsmig r a c i ó n 
de leuc ocit o s , la cual es fundam ent a l en las primeras fases de la reparaci ó n , 




La meta es partir  
 












En base a los res ulta do s expues to s en este trabaj o , hemos obte ni d o 
las sigui en t es concl us i ones: 
 
1.  La endogli n a regula la angiogén esis en el indivi duo adult o. 
2.  La deficien cia en la angiogén es is asocia da a la def iciencia en 
endog l i n a puede estar causa d a po r la menor dispo n i b i l i d a d de 
óxi d o nítr ico en los animal es hapl oins uf icient es, debi da a la 
expresi ó n reduci d a de eNOS en estos anim a l e s . 
3.  La expresi ón de endoglina reg ula alg una s de las propie da de s 
biol ógic as de las cél ulas endotelia les inv ol u crada s en la 
angiogén e s i s , como son la pr olifera c i ón , la migración y la 
produ c c i ón de matr i z extr a c e l ul a r . 
4.  L a endogli n a regula el proce so de cicatriz a c i ó n de heri das.  
5.  E l retraso en la cicatri z a c i ó n asocia d o a la deficie n c i a en 
endoglina podr ía est ar causa d o por un exc es o de NO en las 
heridas, prod uci do por la mayor expr e s i ón de eNOS en los 
fibrobl as t o s pres ente s en las herida s de los animale s 
hapl oins u f i c i e n t e s . 
6.  La hapl oi nsuf icien ci a de endo g lina aum ent a la capa cid ad de 
prolif er aci ó n y migr ación de los fibr obl ast o s de piel. La 
producci ón de com ponentes de la  matriz extracel ular no parece 






No pido otra cosa:  
el cielo sobre mí, 
 y el camino bajo mis pies 
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